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Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa  
Povzetek:  
Področje bioloških zdravil predstavlja najhitreje rastoč del farmacevtske industrije, 
monoklonska protitelesa (mAb) pa največjo skupino bioloških zdravil. Zaradi velike 
kompleksnosti samih bioloških molekul in tudi zahtevnosti njihove priprave je 
proizvodnja bioloških zdravil zelo draga, zato niso dostopna vsem, ki bi jih potrebovali. 
Posledično je trenutno ena glavnih usmeritev farmacevtske industrije razvoj novih, 
učinkovitejših in cenejših postopkov proizvodnje. Najpogosteje uporabljena tehnika pri 
čiščenju in izolaciji bioloških zdravil je kromatografija. Za razliko od veliko pogosteje 
uporabljenih šaržnih kromatografij je v industrijskem merilu ekonomičnejša in 
produktivnejša kontinuirna kromatografija.  
Namen magistrskega dela je razvoj učinkovitejše in cenejše prve stopnje procesa za 
čiščenje ter izolacijo monoklonskih protiteles, torej kromatografske stopnje na protein A 
nosilcu. V preliminarnih študijah smo ovrednotili različne protein A kromatografske 
nosilce, sledila je optimizacija kromatografskega procesa, kjer pa smo upoštevali 
učinkovito odstranjevanje nečistoč. Proces smo izvedli na sistemu BioSMB z vpeljavo 
kontinuirne kromatografije na treh kolonah, pri čemer smo določili najbolj optimalne 
parametre tega procesa. Na izbranih nosilcih smo naredili še dodatne poskuse z uporabo 
različnih monoklonskih protiteles, s čimer smo pokazali robustnost razvitega procesa. 
Ker so trendi biotehnologije v čim bolj kontinuirnem delovanju in povezovanju 
posameznih stopenj, smo povezali bioproces s prvim kromatografskim korakom. V 
zaključni fazi smo naredili ekonomsko primerjavo šaržnega in kontinuirnega procesa ter 
potrdili prednosti novega procesa. 
 
 
Ključne besede: monoklonska protitelesa, kontinuirna kromatografija, protein A 
kromatografski nosilci, kontinuirni sistemi PCC
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Development of continuous chromatography for monoclonal antibodies  
Abstract:  
Monoclonal antibodies (mAb) represent the main group of biologics, which are the fastest 
growing part in pharmaceutical industry. Production of biologics is very expensive due 
to its complexity and demanding manufacturing processes. For that reason they remain 
unaffordable to many patients. The main focus of the pharmaceutical industry is therefore 
the development of new, cost effective and more efficient preparation processes. 
Chromatography is most commonly used technicque for purification and isolation of 
biologics. Nowadays, batch chromatography still has important role but especially for 
large scale, continuous chromatography shows better economical results and 
productivity. 
The main purpose of master thesis is development of more efficient and cost effective first 
chromatography step for purification and isolation of monoclonal antibodies, which is 
chromatography on protein A resins. In preliminary studies we evaluated different 
protein A resins and optimized existing length of sequence, where we focused on efficient 
impurity removal. We developed continuous chromatography step on 3 columns using 
BioSMB system, where we determined the most optimal parameters. Additional 
experiments on two additional monoclonal antibodies were done, to show robustness of 
the developed process. Since trends in industry are going towards a more connected 
processes, we also connected bioprocess part with protein A chromatography step as first 
process step of protein purification and isolation. The last part of this thesis was 
economical evaluation between batch and continuous chromatography, where we 
confirmed benefits of newly developed process.  
 
 
Keywords: monoclonal antibodies, continuous chromatography, protein A resins, 
continuous systems PCC 
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AP Agregacijski produkti (angl. aggregation products) 
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CIP sanitacija kolone (angl. cleaning in place) 
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DBC dinamična vezavna kapaciteta 
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DSP downstream proces 
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1 Uvod  
Področje bioloških zdravil predstavlja najhitreje rastoč del farmacevtske industrije, 
monoklonska protitelesa (mAb) pa največjo skupino bioloških zdravil. Zaradi velike 
kompleksnosti bioloških molekul in tudi zahtevnosti njihove priprave je proizvodnja 
bioloških zdravil zelo draga, zato niso dostopna vsem, ki bi jih potrebovali.  
Najpogosteje uporabljena tehnika pri čiščenju in izolaciji bioloških zdravil je 
kromatografija. Ta draga tehnika se v proizvodnji produktov fine biotehnologije 
(ločevanje peptidov, beljakovin in protiteles) uporablja le takrat, ko so druge tehnike 
ločevanja neprimerne. Za razliko od veliko pogosteje uporabljenih šaržnih kromatografij 
je v industrijskem merilu ekonomičnejša in primernejša kontinuirna kromatografija. Z njo 
dosežemo veliko boljšo izrabo nosilca in s tem znatno znižanje stroškov procesa. Še 
posebej visok strošek proizvodnje monoklonskih protiteles predstavlja prva 
kromatografska stopnja, saj je kromatografski nosilec izredno drag [1]. 
1.1 Biološka zdravila 
Biotehnologija je v zadnjem desetletju najhitreje razvijajoče se področje novih tehnologij. 
Dosežki segajo na področje rastlinske biotehnologije, živalske predelave, okoljevarstva 
in mikrobne biotehnologije. Največji razcvet pa je doživela novejša biotehnologija. 
Slednja genetsko spremenjene organizme uporablja za proizvodnjo encimov, sodobnih 
bioloških zdravil oz. biofarmacevtikov in biorazgradljive plastike [2]. 
Biološka zdravila delimo na tradicionalna, med katera uvrščamo zdravila, pridobljena z 
izolacijo (učinkovine iz rastlin, živali in človeške krvi) in s klasično biotehnologijo 
(antibiotiki, steroidi), ter na sodobna biološka zdravila oz. biofarmacevtike. Slednja so 
pridobljena z rekombinantno tehnologijo DNK oz. s hibridomsko tehnologijo [2]. 
Biofarmacevtiki so sodobna biološka zdravila, pridobljena s pomočjo tehnologije 
rekombinantne DNK, in predstavljajo najhitreje rastoči sektor v farmacevtski industriji. 
Ta zdravila pomagajo pri preprečevanju in zdravljenju različnih bolezni, kot so rak, 
revmatoidni artritis, psoriatični artritis, psoriaza, bolezni srca in ožilja, anemije (zaradi 
kemoterapij), kronična odpoved ledvic in sladkorna bolezen. Svojo nalogo opravljajo zelo 
dobro, saj so visoko učinkovita zdravila z le nekaj stranskimi učinki. Največja skupina 
biofarmacevtikov so monoklonska protitelesa, ki jih uspešno uporabljajo za zdravljenje 
različnih vrst raka in kroničnih vnetnih bolezni.   
Svetovni trg biofarmacevtskih izdelkov so leta 2018 ocenili na okoli 240 milijard 
dolarjev. Predvidevajo pa, da bo v naslednjih 6‒7 letih vreden 400‒500 milijard dolarjev, 
kar pomeni, da letna stopnja rasti (CAGR) znaša približno 10 %. Rast trga pripisujejo vse 
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večjemu sprejemanju biofarmacevtskih izdelkov, njihovi sposobnosti za zdravljenje 
predhodno neozdravljivih bolezni in velikemu tržnemu povpraševanju po 
biofarmacevtikih [3]. Zanimivo je tudi, da je bilo leta 2017 od 12 najbolj prodajanih 
biofarmacevtskih izdelkov 8 monoklonskih protiteles ali sorodnih oblik, ki so na tržišču 
dosegala 71 milijard dolarjev [4]. 
Biološka zdravila se razlikujejo od klasičnih zdravil, saj so ta večinoma sestavljena iz 
proteinskih molekul z izredno kompleksno zgradbo, ki je odraz njihove sinteze. Imajo 
veliko molekulsko maso, kompleksno tridimenzionalno strukturo, pogosto so heterogene 
molekule (so različno glikozilirane), zelo težko jih v celoti ovrednotimo s fizikalno-
kemijskimi analitskimi metodami in določimo njihovo delovanje, ponovljivost procesa je 
odvisna od obvladljivosti vseh stopenj procesa proizvodnje, lahko so imunogena, 
proizvedena so s pomočjo živih organizmov [2]. Celične linije, ki proizvajajo te 
molekule, so izredno specifične. Najbolj primerne celične linije so tiste, ki so podobne 
človeškim celicam. Zato se večinoma uporabljajo predvsem celice kitajskega hrčka in 
mišje celice.  
Zaradi kompleksnosti biofarmacevtikov in visokih stroškov priprave ta učinkovita 
zdravila številnim pacientom ostajajo nedostopna. Proizvodnja biofarmacevtikov je torej 
precej zahtevnejša kot proizvodnja klasičnih zdravil in vsebuje veliko število 
kompleksnih proizvodnih stopenj, ki jih je treba skrbno načrtovati, saj je učinkovitost in 
varnost biofarmacevtika določena z njegovim procesom. Trenutno se biofarmacevtski 
izdelki proizvajajo predvsem s šaržnimi postopki preko serije individualnih in 
nepovezanih stopenj, kar je bil industrijski standard že od začetka proizvajanja. 
Proizvodnja biofarmacevtikov se začne z bioprocesom, pri katerem posebej dizajnirane 
celice rastejo v velikih bioreaktorjih in tam proizvajajo željeni produkt ‒ biofarmacevtik. 
Temu delu sledi proces čiščenja oz. izolacije, kjer se odstranijo vse nečistoče in se doseže 
želena kakovost biofarmacevtika. Zadnji del predstavlja priprava končne formulacije, ki 
zagotavlja stabilnost biološkega zdravila. Ta dolgotrajen in zapleten proces je zato 
povezan z visokimi stroški proizvodnje. V proizvodni verigi je proces čiščenja in izolacije 
ter končne formulacije (angl. downstream process - DSP) še vedno glavno ozko grlo, saj 
se trenutno izvaja z vrsto posameznih korakov, ki med seboj niso povezani, med njimi pa 
so veliki rezervoarji za shranjevanje intermediatov produkta. Po vsaki posamezni stopnji 
poteka analitika kvalitete produkta in ko je ta potrjena, se lahko začne naslednji korak. 
Izboljšave na tem področju posledično vodijo do znatnega znižanja stroškov in tako do 
večje dostopnosti teh visoko učinkovitih zdravil bolnikom. Področja, ki so bila 
prepoznana, da bodo v naslednjih petih letih najbolj vplivala na proizvodnjo 
biofarmacevtikov, so tehnologije za enkratno uporabo in kontinuirni pristopi proizvodnje 
[5]. Trendi v pripravi biofarmacevtikov gredo torej v smeri kontinuirne in povezane ali 
sklopljene proizvodnje, pri kateri se zmanjša število posameznih stopenj, uporabljena je 
manjša oprema, procesi pa so produktivnejši. Primerjava klasičnega procesa priprave 
biofarmacevtikov z novim je vidna na Sliki 1. Ena od glavnih stopenj v procesu čiščenja 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
3 
 
in izolacije biofarmacevtikov je kromatografija na proteinu A, ki med separacijskim 
procesom zelo učinkovito odstranjuje nečistoče in veže produkt. Ta stopnja je uporabljena 
kot prvi korak procesa čiščenja in izolacije, ki odstrani veliko proteinov gostiteljskih celic 
(angl. host cell proteins – HCP), gostiteljske DNK ter komponent gojišča. Problem te 
stopnje pa je, da uporablja zelo drag kromatografski nosilec (cca. 10.000–15.000 €/L). 
Zato gredo trendi v smeri povečanja produktivnosti in optimizacije te stopnje, kar je 
mogoče doseči z razvojem kromatografskega procesa v kontinuirnem načinu, pri katerem 
se drastično zmanjšajo velikosti kolon in s tem potreba po dragem nosilcu. V takem 
procesu se uporabljajo cca. 10–15-krat manjše kolone od tistih, ki se uporabljajo v 
klasični proizvodnji (volumen tudi več 100 L), kar že samo v tej stopnji pomeni prihranek 
več 100.000 evrov na posamezni kromatografski proces. 
 
 
Slika 1: Primerjava klasičnega procesa in naprednega pristopa za pripravo 
biofarmacevtikov – vidno signifikantno zmanjšanje števila in velikosti procesnih enot 
1.2 Kromatografija in protein A 
Glede na princip ločevanja poznamo različne kromatografske metode, ki so povzete na 
spodnji sliki. Pri čiščenju biofarmacevtikov se najpogosteje uporabljajo ionsko-
izmenjevalna kromatografija (anionska in kationska), hidrofobna kromatografija ter 
afinitetna kromatografija (npr. kromatografski nosilec z vezanim proteinom A). 
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Slika 2: Vrste kromatografskih metod, ki se ločijo po principu delovanja [6] 
Kromatografija se izvaja na kolonah, v katerih so napakirani kromatografski nosilci. Ti 
se razlikujejo po tipu osnovnega nosilnega materiala, velikosti delcev, por in poroznosti 
ter po skupinah, ki so vezane na osnovne delce. Shematski prikaz osnovnega 
kromatografskega delca je predstavljen na Sliki 3. Kvaliteta produkta in izkoristek 
procesa sta odvisna ne le od izbire najbolj optimalnega kromatografskega nosilca, temveč 
tudi od pufrov, ki jih potrebujemo za čiščenje. Vsaka kromatografska stopnja ima 
predpisane pufre, ki jih uporabimo za čiščenje našega produkta. Čiščenje oziroma 
separacija poteka v več fazah: priprava kolone, nanašanje vzorca na kolono, spiranje 
šibko vezanih snovi s kolone, elucija produkta, spiranje močno vezanih snovi s kolone, 
sanitacija in regeneracija kolone ter shranjevanje kolone. Glede na kromatografsko 
stopnjo se vrstni red teh faz razlikuje. Za vsako od teh faz imamo drugačen pufer oz. 
raztopino. Z raztopinami, ki jih uporabljamo za pripravo, regeneracijo in shranjevanje 
kolone, si zagotovimo uporabo kromatografskega nosilca za več separacij.  
V biotehnologiji se za izolacijo monoklonskih protiteles (mAb) kot prvi korak po navadi 
uporablja afinitetna kromatografija na nosilcih z vezanim proteinom A ligandom. Gre za 
nosilce, ki zelo tarčno vežejo monoklonska protitelesa in tako v eni stopnji omogočijo 
odstranitev velikega deleža procesnih nečistoč (HCP, DNK ...). Negativna stran uporabe 
takšnih nosilcev pa je njihova visoka cena. Na trgu je prisotnih veliko proizvajalcev 
kromatografskih protein A (protA) nosilcev, največkrat uporabljeni nosilci pa so 
MabSelect SuRe (in njihove različice), Toyopearl, Amsphere in Eshmuno. 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
5 
 
Protein A je površinski protein, ki je velik 42 kDa in se nahaja v celični steni bakterij 
Staphylococcus aureus. V biotehnologiji je pomemben zaradi svoje vezave na 
imunoglobuline, zaradi česar se ga uporablja v procesih izolacije monoklonskih protiteles 
in za analitiko. Zgrajen je iz petih homolognih Ig vezavnih domen, ki vsebujejo posebno 
strukturo iz α-vijačnic (t. i. three-helix bundle). Vsaka domena je sposobna vezave na 
IgG, na katerem se veže na Fc-regijo težke verige [7].  
 
Slika 3: Shematski prikaz osnovnega kromatografskega delca [8] 
1.3 Protitelesa 
Protitelo je topna glikoproteinska molekula iz skupine imunoglobulinov, ki se lahko veže 
na tujke. S tem prepreči številne bolezni, zato se široko uporablja tudi kot zelo učinkovito 
biološko zdravilo. Protitelesa razvrščamo v več razredov in jih označujemo kot IgG, IgA, 
IgM, IgE in IgD. Med seboj se razlikujejo po velikosti, obliki molekule in po vlogi, ki jo 
imajo v imunskem sistemu. Največji delež v telesu predstavljajo imunoglobulini G (IgG), 
ki se nahajajo v krvnem serumu in v limfah. Sestavljeni so iz štirih polipeptidnih verig: 
dveh težkih in dveh lahkih. Verige so razporejene v obliki črke Y in so med seboj 
povezane z disulfidnimi mostički. Protitelesa se med seboj razlikujejo po številu in tipu 
aminokislinskih ostankov. Ravno zaradi te lastnosti so sposobna vezati različne tujke. 
Del, kjer se nahajajo aminokislinska zaporedja, vključena v prepoznavo antigena, se 
imenuje variabilna domena (Fab), ki je na lahki in težki verigi. Ostale regije pa se 
imenujejo konstantne domene [9]. Če imajo protitelesa enako aminokislinsko zaporedje, 
jih imenujemo monoklonska protitelesa. 
Slika 4 prikazuje različne dele protitelesa [9]: 
̶ številka 1: Fab-regija (regija za vezavo antigena)  
̶ številka 2: Fc-regija 
̶ številka 3: težka veriga 
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̶ številka 4: lahka veriga 
̶ številka 5: mesto vezave antigena 
 
Slika 4: Zgradba protitelesa [9]  
1.4 Kontinuirna kromatografija 
Afinitetna kromatografija se v večini procesov čiščenja monoklonskih protiteles (mAb) 
uporablja kot prvi korak v tem procesu. Ta je namenjen predvsem odstranjevanju 
procesno vezanih nečistoč, kot so DNK in proteini gostiteljske celice (angl. host cell 
protein – HCP). Prav tako se v tem koraku zmanjša volumen materiala, ki ga je treba 
predelati v nadaljnih korakih čiščenja. Procesno vezane nečistoče, kot so HCP, se ne 
vežejo na protA nosilec, kar povzroči separacijo produkta in HCP [10].  
Šaržni kromatografski proces poteka z ekvilibracijo kolone, ki ji sledi nanos predhodno 
filtrirane fermentacijske brozge iz bioprocesa. Koncentracija nanosa je odvisna od 
vezavne kapacitete protA kromatografskega nosilca. Nanos produkta na kolono običajno 
znaša okoli 80 % od 10 % preboja (angl. breakthrough – BT). V tem trenutku je nasičenost 
nosilca okrog 60 %, kar pomeni, da je 40 % nosilca neizkoriščenega. Med nanosom 
vzorca na kolono se produkt zaradi večje afinitete vezave s kromatografskim nosilcem 
veže na vrh kolone. Ko ta postane nasičen, se produkt začne spirati z vrha proti dnu 
kolone. Na sredini kolone je laminarni pretočni režim, ki povzroči hitrejši tok produkta 
in raztopine, posledica tega pa je spiranje produkta s kolone. Zaradi tega kromatografski 
nosilec ni izkoriščen, poraba pufrov pa je odvečna, saj spirajo in eluirajo spodnji del 
kolone, ki nima vezanega proteina, kar podaljšuje čas separacije [11]–[13]. 
Nanosu na kolono sledi spiranje, s katerim odstranimo vezane nečistoče. Eluciji produkta, 
ki poteka z znižanjem pH-vrednosti pufra, sledi regeneracija kolone. Slednja pripravi 
kolono za naslednjo separacijo. Vsi ti koraki čiščenja se ponavljajo, dokler ne porabimo 
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celotne količine vhodnega materiala. Za procesiranje 10 m3 fermentacijske brozge v 
šaržnem procesu potrebujemo okoli 100 L protA nosilca [11]–[15].  
Kljub temu da je šaržni proces afinitetne kromatografije robusten, je cena 
kromatografskega nosilca izredno draga in predstavlja glavni strošek procesa.  
Eden od možnih načinov znižanja proizvodnih stroškov je prehod od šaržnega h 
kontinuirnemu načinu kromatografije (angl. continuous chromatography – CC), kar 
tipično zmanjša volumen kromatografskih kolon in znatno poveča kompleksnost sistema. 
Prednost tega procesa je tudi zvišanje produktivnosti [11]–[15]. 
Princip kontinuirne kromatografije temelji na protitočni kromatografiji (angl. counter 
current chromatography – CCC). Njen najbolj znani mehanizem je t. i. simulirano gibljivi 
sloj (angl. simulated moving bed – SMB), pri katerem s preklapljanjem ventilov 
simuliramo gibanje kromatografskega nosilca ali t.i. stacionarne faze. Tak sistem se 
uporablja pri ločevanju kiralnih komponent vhodnega materiala, pri katerih ločba poteka 
pri konstantni sestavi uporabljenega pufra v koloni ali t.i. mobilne faze, torej brez 
gradientov v sestavi pufra. Ta način nam omogoča obogatitev produkta (angl. 
enrichment), poveča se produktivnost sistema, hkrati pa se zmanjša poraba pufrov v 
primerjavi s šaržnim načinom obratovanja [11]–[15]. 
Za dosego periodičnih nanosov in elucij na kolono, pri pogojih vezave in eluiranja (angl. 
bind and elute), je bil vpeljan princip periodične protitočne kromatografije (angl. periodic 
counter current chromatography ‒ PCCC). V preliminarnih študijah je bil način PCCC 
uporabljen kot prvi kromatografski korak afinitetne kromatografije za mAb v 
kontinuirnem načinu, pri katerem nanos produkta poteka kontinuirno, elucija iz kolon pa 
diskontinuirno. Izkoriščenost protA nosilca signifikantno prispeva k znižanju stroškov 
proizvodnega procesa in k povečaju produktivnosti, kar vodi do znatnih prihrankov. 
Kontinuirna kromatografija izboljša učinkovitost procesa in zmanjša potrebo po volumnu 
kromatografskega nosilca za kar 90 % [12], [16]. 
Princip PCCC deluje na preklapljanju številnih kolon v točno določenih časovnih 
intervalih, in sicer v naspotju s smerjo pretoka. Pri tem principu se kromatografski 
nosilec, ki se nahaja v ohišju kolone, ne premika, kar je v nasprotju s pravo protitočno 
kromatografijo. Preklop med kolonami zagotovimo s preklapljanjem ventilov na 
kromatografskem sistemu, z večjim številom kolon pa se na ta način približamo idealni 
protitočni kromatografiji [12], [11].  
V zadnjem času so bili razviti tudi kompleksni kontinuirni kromatografski sistemi (ang. 
MCSGP), ki omogočajo vzpostavljanje gradientov. Pri tej metodi se tokovna gradientna 
kromatografija izvaja podobno kot pri šaržni kromatografiji, vendar uporablja 
kontinuirno protitočno enoto. Gradienti so lahko stopenjski ali linearni. Zaradi notranjega 
protitočnega recikliranja nečistih stranskih frakcij lahko dosežemo visoke izkoristke in 
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hkrati čistost produktov. Postopek za metodo MCSGP se razvije na osnovi šaržnega 
kromatograma. Glavna prednost te metode je, da nam ni treba izbirati med višjim 
izkoristkom procesa ali višjo čistostjo produkta. S tehniko MCSGP lahko dobimo oboje 
hkrati, in sicer visoko čistost produkta ob visokem izkoristku procesa [1]. 
1.4.1 Primerjava klasične in kontinuirne kromatografije 
Spodnja slika prikazuje razliko med nanosom pri klasični in kontinuirni kromatografiji. 
Nanos produkta na kolono pri klasični kromatografiji zaključimo, ko je 1 % produkta že 
prebitega čez kolono (ang. Breakthrough - BT), vendar je takrat izkoriščenega le okoli 60 
% nosilca v koloni (prikazuje območje označeno z A). Če želimo izkoristiti celoten 
nosilec, pa izgubimo veliko količino dragega produkta (mAb). Z vpeljavo več kolon je 
nanos lahko bistveno višji, saj se material, ki prebija preko prve kolone, veže na drugo 
kolono. Zato v procesu kontinuirne kromatografije nanos zaključimo pri bistveno višjem 
deležu preboja (60‒70 % BT). Območji, označeni z A in B, prikazujeta nanos na prvo 
kolono v kontinuirni kromatografiji. Območje, označeno z D, prikazuje količino 
materiala, ki se ni vezal na prvo, ampak na drugo kolono. Območje, označeno s C, pa 
predstavlja del kolone, ki ostane tudi pri kontinuirni kromatografiji neizkoriščen, a je ta 
delež zanemarljiv [11]–[13]. 
 
Slika 5: Primerjava nanosa na kolono v klasični in kontinuirni kromatografiji [17] 
V spodnji tabeli so prikazane razlike med šaržno in kontinuirno kromatografijo.  
Tabela 1: Razlike med šaržno in kontinuirno kromatografijo 
Šaržna kromatografija Kontinuirna kromatografija 
uporaba ene kolone vzporedna vezava več kolon 
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nanos in elucija si sledita v 
zaporedju na isti koloni 
nanos na kolono in elucija potekata 
vzporedno na večih kolonah  
omejena izkoriščenost 
kromatografskega nosilca 
maksimalna izkoriščenost 
kromatografskega nosilca  
nanos poteka le v fazi nanosa – 
nižja produktivnost 
kontinuiren nanos – višja 
produktivnost 
več kromatografskega nosilca in 
večja kolona 
manj kromatografskega nosilca in 
manjše kolone 
večja poraba pufrov in raztopin manjša poraba pufrov in raztopin 
 
Z uporabo več kolon prihranimo pri volumnu kromatografskega nosilca, ki ga 
potrebujemo za kontinuirno kromatografijo, saj za enako količino predelanega materiala 
potrebujemo več manjših kolon (manjši volumen nosilca) kot v primeru šaržnega procesa, 
pri katerem bi potrebovali veliko večji volumen kolone. Ker v kontinuirnem procesu 
uporabljamo kolone z manjšim volumnom, za korake čiščenja porabimo do 40 % manjši 
volumen pufrov in raztopin. Z uporabo več kolon nosilec popolnoma izkoristimo. Kljub 
vsem prednostim pa je kontinuirni sistem veliko kompleksnejši od sistema za šaržno 
kromatografijo. 
Glavne prednosti kontinuirne kromatografije pri čiščenju biofarmacevtikov so : 
 boljša kvaliteta končnega produkta – manjše število vmesnih stopenj, ker 
omogoča integracijo z drugimi procesnimi stopnjami, kjer produkt stoji v 
neoptimalnih pogojih 
 povečana produktivnost – krajši čas separacije 
 prihranek pri stroških procesa čiščenja biofarmacevtikov – manjša poraba 
kromatografskega matriksa (pri serijah za klinično proizvodnjo tudi do 80% 
prihranek), pufrov in raztopin 
 bolj »zelena« oz. okolju prijazna tehnologija – manjša skala, s katero lahko 
pripravimo enako količino materiala → to rezultira v manjših proizvodnih obratih, 
ni potrebe po vmesnih rezervoarjih za hranjenje intermediatov, manjši podporni 
prostori 
 večja fleksibilnost procesa – ob uporabi kontinuirne kromatografije v kombinaciji 
z materiali za enkratno uporabo (t. i. single use oz. disposable) 
1.4.2 Princip kromatografije na več kolonah 
Za razvoj kontinuirnega procesa smo uporabili tri kolone. Shematski prikaz principa PCC 
je prikazan na Sliki 6. Na začetku cikla poteka nanos fermentacijske brozge na kolono 1. 
Količina odvečnega materiala, ki se ne veže na kolono (nečistoče), gre v odpad, dokler 
ne pride do preboja produkta iz kolone (korak 1). V tem trenutku pride do preklopa 
ventilov in material, ki se ni vezal na kolono 1, se veže na kolono 2. Tako se na kolono 2 
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veže ves material, ki se ni vezal na kolono 1, s tem pa se kromatografski nosilec 
popolnoma izkoristi (korak 2). Ko je kolona 1 do popolnosti izkoriščena, se prične nanos 
na kolono 2, prebitek nanosa pa se veže na kolono 3. Medtem na koloni 1 potekajo ostali 
koraki čiščenja (angl. non-loading steps): spiranje, elucija, regeneracija in ponovna 
ekvilibracija. S temi koraki je kolona pripravljena na ponovni nanos (korak 3 in 4). 
Kolona 2 gre skozi korake 3‒5, ki so enaki korakom 1‒3, ki sem jih opisala za kolono 1. 
Na koncu pa gre skozi korake 5‒6 še kolona 3, in sicer po enaki poti, kot sta šli kolona 1 
in 2. Vseh teh 6 korakov zajema en kontinuirni cikel. Nov cikel se znova začne s kolono 
1 [12]. 
Za preklapljanje med kolonami je na voljo več možnosti. Najosnovnejši sta preračun 
časov za nanos na eno kolono in preklop. Problem takšnega načina je, da pri spremembi 
koncentracije produkta v nanosu oz. pri znižanju kapacitete vezave kolone nimamo več 
optimalnega procesa. Boljša je možnost, pri kateri preklopi med kolonami potekajo na 
osnovi UV-signala iz več detektorjev. Tu spremljamo UV-nanos pred kolono ter UV-
signale za vsako kolono. Iz teh vrednosti nato določimo, kdaj je čas za preklapljanje 
optimalen [12].  
 
Slika 6: Shematski prikaz kromatografije na treh kolonah [12]  
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1.4.3 Sistemi za kontinuirno kromatografijo 
Z razvojem večkolonske kromatografije je prišlo do razvoja naprav, ki omogočajo 
izvajanje tako kompleksnih procesov. Sistemi, ki so na trgu in ki omogočajo razvoj 
kontinuirnega procesa, so:  
 ӒKTA Avant pcc podjetja GE Healthcare 
 Sistem BioSC podjetja Novasep 
 Contichrom podjetja ChromaCon 
 BioSMB podjetja Pall 
 Octave Chromatography System podjetja Semba Biosciences 
Za razvoj kontinuirne kromatografije smo uporabljali sistem BioSMB podjetja Pall (Slika 
7). Sistem so razvili za izvajanje kromatografije na več kolonah in omogoča izvedbo 
procesov na do 16 kolonah. Glavna prednost tega sistema je uporaba zamenljivih kaset 
(ang. disposable), glav črpalk in senzorjev, kar pomeni, da so vse komponente, ki so v 
stiku s produktom oz. procesnimi raztopinami, zamenljive. To omogoča enostavno delo 
na različnih produktih, saj zahtevno čiščenje sistema pred delom na drugem projektu ni 
potrebno [16]. Na levi strani ima sistem šest črpalk, od katerih ima vsaka svoj vhod za 
pufer oz. raztopino. Na desni strani sistema pa so nameščeni senzorji (dve pH-elektrodi, 
štirje senzorji za merjenje prevodnosti, štirje UV-senzorji), štirje izhodi za zbiranje 
produkta in en izhod za odpad. Potek eksperimenta lahko ves čas spremljamo na 
kronogramu (Slika 8). Slednji nam v realnem času kaže dogajanje na točno določeni 
koloni. Razdeljen je na dva kroga (notranjega in zunanjega). Zunanji krog prikazuje 
vhode kolon, notranji pa njihove izhode. Kronogram se vrti v smeri urinega kazalca. 
Glede na spodnjo sliko se bo na koloni 3 pričel nanos, medtem ko bo prebitek nanosa 
tekel na kolono 1, kolona 2 pa bo prešla v korake spiranja in elucije.  
 
Slika 7: Sistem BioSMB [18] 
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Slika 8: Kronogram, s pomočjo katerega spremljamo potek eksperimenta 
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2 Namen dela  
Zaradi velike kompleksnosti bioloških molekul in zahtevnosti njihove priprave je 
proizvodnja bioloških zdravil zelo draga, zato niso dostopna vsem, ki bi jih potrebovali. 
Vse to je privedlo do tega, da je trenutno ena glavnih usmeritev farmacevtske industrije 
razvoj novih, učinkovitejših in cenejših postopkov priprave. Tako je glavni namen 
magistrskega dela razvoj učinkovitejše in cenejše prve stopnje procesa za čiščenje ter 
izolacijo monoklonskih protiteles, torej kromatografskega koraka na protA nosilcu.   
Glavne naloge magistrskega dela so:  
 ovrednotiti različne protA nosilce in njihovo uporabnost za kontinuirne procese 
 optimizirati stopnje kromatografskega procesa in njihove dolžine za prilagoditev 
kontinuirni kromatografiji ter za dosego ustrezne kromatografske ločbe 
(učinkovito odstranitev nečistoč) 
 razviti proces kontinuirne kromatografije z več kolonami in določiti optimalne 
parametre takega procesa 
 pokazati robustno delovanje razvitega procesa na več kolonah z uporabo različnih 
monoklonskih protiteles in kromatografskih nosilcev 
 prikazati možnost direktnega povezovanja kontinuirne kromatografije na proteinu 
A z bioprocesom v perfuzijskem načinu  
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3 Materiali in metode 
3.1 Začetni material 
Za začetni material sem uporabila filtrirano žetev iz treh različnih projektov, torej tri 
različna monoklonska protitelesa (mAb A, mAb B, mAb C). Žetev sem pred nanosom 
filtrirala skozi 0,2 µm filter.  
Spodnji tabeli prikazujeta začetni material, uporabljen na sistemih ӒKTA Avant (Tabela 
2) in BioSMB (Tabela 3). 
Tabela 2: Začetni material, uporabljen na sistemu ӒKTA Avant 
Produkt oz. začetni material Koncentracija produkta v žetvi 
(mg/mL) in količina HCP (ppm) 
mAb A, material 1 2,67 mg/mL 
176454 ppm 
mAb A, material 2 
 
3,34 mg/mL 
111922 ppm 
mAb B, material 1 1,41 mg/mL 
98119 ppm  
mAb C, material 1 1,83 mg/mL 
402434 ppm 
 
Tabela 3: Začetni material, uporabljen na sistemu BioSMB 
Produkt oz. začetni material Koncentracija produkta v žetvi 
(mg/mL) in količina HCP (ppm) 
mAb A, material 3  2,93 mg/mL 
184471 ppm 
mAb A, material 4 4,13 mg/mL 
114791 ppm 
mAb B, material 1 1,41 mg/mL 
98119 ppm 
mAb C, material 2 1,32 mg/mL 
3.2 Raztopine in pufri 
V spodnji tabeli so predstavljene sestave pufrov in raztopin, ki sem jih uporabila pri 
eksperimentih na sistemih ӒKTA Avant in BioSMB. 
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Tabela 4: Pufri in raztopine, uporabljeni pri poskusih na sistemih ӒKTA Avant in 
BioSMB 
Pufer  Sestava pufra 
CIP 0,1 M NaOH 
ekvilibracija 50 mM NaP/pH = 7,0 
spiranje 100 mM Na-citrat/pH = 5,5 
regeneracija 1 M CH3COOH 
shranjevanje 20 % EtOH  
elucija 100 mM Na-acetat/pH = 3,6 
3.3 Kromatografske kolone 
Eksperimente sem naredila na številnih kromatografskih nosilcih. Kolone, ki sem jih 
uporabila za študije na mAb A, se nahajajo v Tabeli 5, kolone za mAb C v Tabeli 6 in 
kolone za mAb B v Tabeli 7. Vse uporabljene kolone so bile predpakirane. 
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Tabela 5: Prikaz kolon, uporabljenih za poskuse na mAb A na sistemu ӒKTA Avant 
 Oznaka kolone Lot 
nosilca 
CV 
(mL) 
Višina 
kolone 
(cm) 
Premer 
kolone 
(cm) 
kolona 11, 2 H2015(10) MabSelect 
SuRe 
00127 5 10 0,8 
kolona 22, 3 H2015(4) MabSelect 
SuRe LX 
00004 5 10 0,8 
kolona 31, 3 H2015(9)  
MabSelect SuRe LX 
00003 5 10 0,8 
kolona 41 H2015(8) Eshmuno A 00005 5 10 0,8 
kolona 51, 3 H2015(2) 
CaptivApriMab 
00002 5 10 0,8 
kolona 61, 3 H2015(6) Toyopearl AF-
rProtein A-650F 
00006 5 10 0,8 
kolona 71 H2015(23) Amsphere 
Protein A JWT203 
00027 5 10 0,8 
kolona 81, 3 H2015(7) KANEKA 
KanCapA 
00050 5 10 0,8 
kolona 91, 2, 3 H2015(28) MabSelect 
SuRe PCC 
00001 5 10 0,8 
kolona 102, 3 H2015(5) Eshmuno A 00004 5 10 0,8 
kolona 112, 3 H2015(3) Amsphere 
Protein A JWT203 
00026 5 10 0,8 
kolona 122 H2015(32) Toyopearl 
HC-650F 
00006 5 10 0,8 
kolona 132, 3 H2015(36) Amsphere A3 00010 5 10 0,8 
kolona 143 H2015(1) MabSelect 
SuRe 
00128 5 10 0,8 
kolona 153 
 
H2015(31) Toyopearl 
HC-650F 
00008 5 10 0,8 
1 Kolona, uporabljena za testiranje kromatografskih nosilcev 
2 Kolona, uporabljena za testiranje skrajšane sekvence 
3 Kolona, uporabljena za testiranje vezavne kapacitete kromatografskih nosilcev (angl. dynamic binding 
capacity – DBC) 
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Tabela 6: Prikaz kolon, uporabljenih za poskuse na mAb C na sistemu ӒKTA Avant 
 Oznaka kolone Lot 
nosilca 
CV 
(mL) 
Višina 
kolone 
(cm) 
Premer 
kolone 
(cm) 
kolona 11, 2 H2015(30) MabSelect 
SuRe pcc 
00003 5 10 0,8 
kolona 21, 2 H2015(33) Toyopearl 
AF-rProtein A HC-650F 
00006 5 10 0,8 
kolona 31, 2 H2015(34)  
MabSelect SuRe 
00188 5 10 0,8 
kolona 41, 2 H2015(27) Eshmuno A 00011 5 10 0,8 
1 Kolona, uporabljena za testiranje vezavne kapacitete kromatografskih nosilcev (angl. dynamic binding 
capacity – DBC) 
2 Kolona, uporabljena za testiranje skrajšane sekvence 
Tabela 7: Prikaz kolon, uporabljenih za poskuse na mAb B na sistemu ӒKTA Avant 
 Oznaka kolone Lot 
nosilca 
CV 
(mL) 
Višina 
kolone 
(cm) 
Premer 
kolone 
(cm) 
kolona 11, 2 H2015(29) MabSelect 
SuRe pcc 
00002 5 10 0,8 
kolona 21, 2 H2015(32) Toyopearl 
AF-rProtein A HC-650F 
00007 5 10 0,8 
kolona 31, 2 H2015(35)  
MabSelect SuRe 
00189 5 10 0,8 
kolona 41, 2 H2015(27) Eshmuno A 00011 5 10 0,8 
kolona 5 1, 2 H2015(36) Amsphere A3 00010 5 10 0,8 
1 Kolona, uporabljena za testiranje vezavne kapacitete kromatografskih nosilcev (angl. dynamic binding 
capacity – DBC) 
2 Kolona, uporabljena za testiranje skrajšane sekvence 
 
Spodnja tabela prikazuje seznam kolon, ki so bile uporabljene za poskuse, narejene na 
sistemu BioSMB. 
Tabela 8: Prikaz kolon, uporabljenih za poskuse na mAb A na sistemu BioSMB 
 Oznaka kolone Lot 
nosilca 
CV 
(mL) 
Višina 
kolone 
(cm) 
Premer 
kolone 
(cm) 
kolona 10 H2015(74)-Amsphere A3  5/10 00004 5 10 0,8 
kolona 11 H2015(75)-Amsphere A3  5/10 00002 5 10 0,8 
kolona 12 H2015(76)-Amsphere A3  5/10 00003 5 10 0,8 
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3.4 Oprema  
Pri eksperimentalnem delu sem uporabljala različno opremo in potrošni material (Tabela 
9). 
Tabela 9: Seznam opreme in potrošnega materiala za eksperimentalno delo 
Oprema/potrošni 
material 
Ime  Proizvajalec 
kromatografski sistem ӒKTA Avant GE Healthcare 
kontinuirni kromatografski 
sistem 
BioSMB Pall 
pH-meter/merilec 
prevodnosti 
Mettler Toledo Seven Multi 
Mettler Toledo Seven 
Excellence 
Mettler Toledo 
Mettler Toledo 
filtri Filter Top 500 0,22 µm Corning 
Milipak 20 Gamma Gold 
0,22 µm 
Merck 
Sartopore 2 0,2 µm Sartorius stedim 
tehtnice 
 
Mettler Toledo XS6002S/M 
Sartorius CP622-OCE 
Sartorius W562 
Mettler Toledo 
Sartorius 
Sartorius 
merjenje koncentracij FlowVPE 
Nanodrop 2000c 
Biofotometer 6131 
Agilent Technologies 
Kaiser Optics 
Eppendorf 
ekonomsko modeliranje program Biosolve Biopharm Services 
3.5 Kromatografske metode 
Kromatografska metoda je bila enaka za vse tri mAb. Pri študiji DBC je dolžina metode 
znašala 36 volumnov kolone (angl. column volume – CV). Linearna hitrost je bila v vseh 
fazah enaka (Tabela 10), razen v fazi nanosa vzorca na kolono, kjer je znašala 150 cm/h, 
300 cm/h ali 600 cm/h. Kromatografski koraki so predstavljeni v spodnji tabeli. Koraki 
zadnje ekvilibracije, shranjevanja kolone in prve ekvilibracije (označeni z *) se v primeru 
zaporednih poskusov izpustijo.  
Tabela 10: Uporabljeni kromatografski koraki za študijo DBC za mAb A, mAb B in 
mAb C 
Kromatografski 
korak 
Pufer / raztopina Komentar  
CIP* 0,1 M NaOH čiščenje kolone ‒ odstranitev 
vezanih nečistoč ali mikrobov 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
20 
 
Kromatografski 
korak 
Pufer / raztopina Komentar  
ekvilibracija 50 mM NaP/pH = 7,0 ekvilibracija kolone na prave 
pogoje 
nanos produkta filtrirana žetev 
 
vezava produkta iz začetnega 
materiala  
spiranje 1 50 mM NaP/pH = 7,0 spiranje nevezanega materiala 
spiranje 2 100 mM Na-Citrat/pH = 
5,5 
odstranjevanje slabše vezanih 
nečistoč 
spiranje 3 50 mM NaP/pH = 7,0 ekvilibracija kolone  
elucija 100 mM Na-acetate/ 
pH = 3,6 
elucija produkta mAb A, mAb C 
ali mAb B 
regeneracija 1 M CH3COOH čiščenje in regeneracija kolone 
ekvilibracija 50 mM NaP/pH = 7,0 odstranjevanje kisline in 
ekvilibracija kolone 
CIP 0,1 M NaOH čiščenje kolone ‒ odstranjevanje 
vezanih nečistoč 
ekvilibracija* 50 mM NaP/pH = 7,0 odstranjevanje baze in ekvilibracija 
kolone 
shranjevanje* 20% EtOH shranjevanje kolone 
 
Metoda, uporabljena za skrajšano sekvenco, je bila delno optimizirana. Linearna hitrost 
v celotni metodi je znašala 150 cm/h, njena dolžina pa je bila 23,5 CV. V spodnji tabeli 
je prikazano sosledje korakov čiščenja protA za poskuse skrajšane sekvence. 
Tabela 11: Uporabljeni kromatografski koraki za skrajšano sekvenco za mAb A, mAb B 
in mAb C 
Kromatografski 
korak 
Pufer/raztopina Komentar  
ekvilibracija 50 mM NaP/pH = 7,0 ekvilibracija kolone na prave 
pogoje 
nanos produkta filtrirana žetev 
 
vezava produkta iz začetnega 
materiala  
spiranje 1 50 mM NaP/pH = 7,0 spiranje nevezanega materiala 
elucija 100 mM Na-acetate/ 
pH = 3,6 
elucija produkta mAb A, mAb C 
ali mAb B 
regeneracija 1 M CH3COOH čiščenje in regeneracija kolone 
ekvilibracija 50 mM NaP/pH = 7,0 odstranjevanje kisline in 
ekvilibracija kolone 
CIP 0,1 M NaOH čiščenje kolone ‒ odstranjevanje 
vezanih nečistoč 
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Kromatografski 
korak 
Pufer/raztopina Komentar  
ekvilibracija* 50 mM NaP/pH = 7,0 odstranjevanje baze in ekvilibracija 
kolone 
shranjevanje* 20% EtOH shranjevanje kolone 
 
Metoda za kontinuirno kromatografijo na sistemu BioSMB je bila dolga 15,5 CV. 
Linearna hitrost je bila tukaj višja kot v primeru študije DBC, sekvence pa skrajšane. V 
spodnji tabeli so prikazani koraki čiščenja za kontinuirni proces na sistemu BioSMB. 
Shranjevanje kolon je po končanem kontinuirnem procesu potekalo ročno. 
Tabela 12: Uporabljeni kromatografski koraki za kontinuirno kromatografijo na sistemu 
BioSMB za mAb A 
Kromatografski 
korak 
Pufer/raztopina Komentar  
ekvilibracija 50 mM NaP/pH = 7,0 ekvilibracija kolone na prave 
pogoje 
nanos produkta filtrirana žetev 
 
/  
spiranje 1 50 mM NaP/pH = 7,0 spiranje nevezanega materiala 
spiranje 2 100 mM Na-Citrat/pH = 
5,5 
odstranjevanje slabše vezanih 
nečistoč 
spiranje 3 50 mM NaP/pH = 7,0 ekvilibracija kolone  
elucija 100 mM Na-acetate/ 
pH = 3,6 
elucija produkta mAb A, mAb C 
ali mAb B 
CIP 0,1 M NaOH čiščenje kolone ‒ odstranjevanje 
vezanih nečistoč 
3.6 Opis uporabljenih sistemov 
3.6.1 FlowVPE 
FlowVPE je naprava za merjenje koncentracije produkta s prilagodljivo dolžino optične 
poti. Naprava izmeri absorbanco produkta pri 280 nm pri različnih dolžinah optične poti 
tako, da je odvisnost izmerjene absorbance od optične poti linearna. Iz naklona te 
odvisnosti lahko z uporabo znanega ekstinkcijskega koeficienta določimo koncentracijo 
produkta ob določenem času merjenja. Z uporabo pretočne celice (angl. flow-cell) 
omogoča merjenje koncentracije produkta v realnem času v procesni liniji (angl. in-line). 
Pretočno celico sistema FlowVPE povežemo na izhod eluata na sistemu ӒKTA Avant ali 
sistemu BioSMB. V programu imamo dve opciji meritev koncentracij, t. i. quick slope in 
fixed slope. Pri opciji quick slope program sam izbere optimalno dolžino poti in jo odčita 
vsakih nekaj sekund. Pri fixed slope delovanju pa je dolžina poti prednastavljena in 
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omogoča krajše čase merjenja ter boljšo resolucijo elucijskega vrha. Zaradi sprememb 
koncentracij smo med elucijo uporabljali metodo quick slope. Ob začetku metode s 
FlowVPE se pokažejo vsi izmerjeni vrhovi, ki se shranijo v prej izbrano datoteko. Po 
končanem poskusu se lahko sistem FlowVPE, ko je priklopljen na kromatografski sistem, 
očisti in shrani v EtOH [19]. 
3.6.2 Nanodrop 2000c 
Nanodrop sem uporabljala pri ocenjevanju koncentracij eluatov, za meritve eluatov pa 
sem uporabljala metodo ProteinA280. S slednjo sem izmerila UV-spekter produkta in 
odčitala vrednost pri valovni dolžini 280 nm ter iz te vrednosti izračunala koncentracijo 
(mg/mL) s pomočjo znanega ekstinkcijskega koeficienta. Dolžina poti je z avtomatskim 
prilagajanjem znašala 1 mm. Nanodrop 2000c izmeri točno koncentracijo do 40 mg/mL, 
in sicer brez redčenja [20].  
Pred meritvijo je treba izmeriti slepi vzorec (pufer), nato pa sledi meritev vzorca, pri 
čemer je priporočljiv volumen 2 µL. Pred pričetkom merjenja koncentracije vnesemo še 
podatke o vzorcu in način merjenja (protein, ekstinkcijski koeficient). Po končani meritvi 
obrišemo mesto injiciranja vzorca in nadaljujemo z meritvijo [20]. 
3.6.3 Biofotometer 3161 
Biofotometer sem prav tako uporabljala pri ocenjevanju koncentracij produkta v eluatih 
(vzorec zbranega produkta pri eluciji). V kiveto sem vstavila slepi vzorec (pufer ali 
destilirano vodo) in izvedla slepo meritev. Pri merjenju vzorca pa sem tega razredčila za 
približno 10–20-krat in izmerila absorbanco pri 280 nm. Minimalen volumen vzorca za 
merjenje kocentracije je 50 µL [21]. 
3.6.4 pH-meter/merilec prevodnosti 
pH-meter in merilec prevodnosti sem uporabljala za meritve pH in prevodnosti pufrov pri 
njihovi pripravi ter za meritve pH eluatov. pH-meter sem umerila dnevno, in sicer pred 
vsako uporabo. Uporabljala sem različne standardne raztopine s pH-vrednostjo 2, 4, 7 in 
9, pH-vrednosti pa sem preverjala z raztopinama pH 6 in 8. Za umerjanje pH-metra sem 
uporabljala raztopine podjetja Merck in Hamilton. Vrednosti pH sem merila v 
temperaturnem območju 20‒25 °C. Če je bila razlika med izmerjeno in deklarirano 
vrednostjo znotraj 0,05 % razlike pH-vrednosti, sem pH-meter ustrezno umerila. pH-
vrednost eluatov in pufrov sem prav tako merila v tem območju. Po končani uporabi pH-
metra sem elektrodo shranila v raztopino KCl.  
Merilec prevodnosti sem umerjala enkrat na tri mesece, kalibracijo elektrode pa sem 
preverjala enkrat mesečno. Merilec prevodnosti sem umerjala s tremi različnimi 
raztopinami podjetja Merck, in sicer 1,413 mS/cm, 12,78 mS/cm in 110,90 mS/cm. 
Temperaturno območje umerjanja merilca prevodnosti je bilo 24,5–25,0 °C, in sicer brez 
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temperaturne kompenzacije. Meritve prevodnosti pa sem izvedla v območju 20–25 °C, s 
temperaturno kompenzacijo. 
3.6.5 ӒKTA Avant  
ӒKTA Avant 25 sem uporabljala za študijo kromatografskih nosilcev na eni koloni ter za 
študiji DBC in CIP.  
Pred začetkom je treba v programu sistema Unicorn napisati metodo in sistem pripraviti. 
Priklopiti in odzračiti je treba vse raztopine, povezati kolono ter napolniti zbiralec frakcij 
z ustreznimi epruvetami. Ko sistem deluje, moramo spremljati potek separacije. Po 
končanem poskusu pregledamo kromatogram, shranimo eluate in pripravimo vzorce za 
analizo, sistem pa je treba očistiti z 1 M NaOH in destilirano vodo ter ga shraniti v 20% 
EtOH. Tako je sistem pripravljen za nadaljnjo uporabo.  
3.6.6 Sistem BioSMB  
Priprava sistema BioSMB poteka podobno kot priprava sistema ӒKTA Avant. Tukaj je 
prav tako treba odzračiti vse vhode, na katerih bo potekal naš poskus, in priklopiti vse 
pufre. Priklopiti moramo kolone, le da se tukaj priklopi več kolon (v našem primeru tri). 
Med poskusom spremljamo potek separacije na kromatogramih in kronogramu, ker pa 
sistem nima zbiralca frakcij, moramo ročno menjati tudi epruvete za njihovo zbiranje. Po 
končanem poskusu je treba tudi ta sistem sprati z 1 M NaOH in destilirano vodo ter ga 
shraniti v 20% EtOH. 
3.7 Analitske metode 
Vzorce sem analizirala glede na spodnje analitske metode. Izvedba analitskih metod ni 
bil glavni del moje magistrske naloge, tako da podrobnega opisa izvedbe nisem podala. 
Status posameznih metod in njihov namen pa sem opisala v spodnji tabeli.  
 
Analitska metoda  Produkt Namen  Status 
ALC – afinitetna 
tekočinska 
kromatografija na protA 
mAb A 
mAb C 
mAb B 
določitev 
koncentracije 
produkta 
generična metoda za 
mAb: variabilnost 5 %, 
meja detekcije (LOQ) = 
0,01 mg/mL 
HCP ELISA ‒ 
encimska 
imunoadsorpcijska 
preiskava za HCP 
mAb A 
mAb C 
mAb B 
vsebnost proteinov 
gostiteljske celice 
(HCP) 
generična metoda za 
mAb: variabilnost 30 %, 
meja detekcije (LOQ) = 
1 ng/mL 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
24 
 
Analitska metoda  Produkt Namen  Status 
SEC ‒ velikostna 
izključitvena 
kromatografija 
mAb A 
mAb C 
mAb B 
nečistoče: 
agregati, razgradni 
produkti in 
določitev čistosti 
generična metoda za 
mAb: variabilnost za 
agregate ~ 3 %, za 
monomer ~ 2 %, meja 
detekcije (LOQ) = 0,001 
mg/mL 
qPCR – kvantitativna 
polimerazna verižna 
reakcija 
mAb A določitev 
rezidualne DNK 
generična metoda za 
mAb: meja detekcije 
(LOQ) = 0,02 pg 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Testiranje in izbor protA nosilcev 
4.1.1 Karakterizacija protA nosilcev 
Pri razvoju kontinuirnega procesa smo se najprej lotili karakterizacije različnih 
kromatografskih protA nosilcev. Slednje smo testirali pri zadrževalnem času (RT – 
residence time) 4 min. To je zadrževalni čas, pri katerem po navadi potekajo separacije 
pri klasični (batch) kromatografiji. Za vsak posamezni kromatografski nosilec smo 
naredili poskus afinitetne kromatografije na eni koloni z maksimalnim nanosom, pri 
čemer smo za vse poskuse uporabili isto metodo in primerljiv začetni material. Pri tem 
smo analizirali koncentracije produkta in volumne posameznih frakcij. Iz pridobljenih 
podatkov smo izračunali relativno vrednost in maso produkta, nanešenega na kolono 
(enačbi sta prikazani spodaj). Pridobljene krivulje imenujemo krivulje preboja, ki se 
razlikujejo med posameznimi kromatografskimi nosilci (različni nakloni krivulj in 
različen začetek preboja krivulje) ter prikazujejo različne karakteristike posameznih 
nosilcev (Slika 9). Krivulje, ki so bolj strme in katerih preboj se začne hitreje (krivulje, 
ki se nahajajo levo), imajo nižjo dinamično vezavno kapaciteto, kar pomeni, da je količina 
materiala, ki se veže na ta nosilec, manjša. Na dinamično vezavno kapaciteto (dinamična 
adsorpcijska kapaciteta, DBC) vplivajo številni parametri, kot so linearna hitrost, višina 
kolone, temperatura in premer delcev [22].  
Kot sem že omenila, se dinamična vezavna kapaciteta v klasičnem procesu običajno 
izmeri pri 10 % preboja. Za nanos pa se vzame 80 % te vrednosti, da med procesom ne 
pride do preboja produkta in s tem izgub. Pri kontinuirni kromatografiji se lahko nanos 
podaljša 60‒70 % DBC. Pri razvoju kontinuirne kromatografije je izredno pomembna 
oblika krivulje. Najbolj primerna krivulja je tista, ki ima preboj pomaknjen proti desni, 
saj ima kromatografski nosilec večjo kapaciteto vezave, naklon pa nam pove, koliko časa 
imamo drugo kolono sklopljeno na prvo in koliko časa imamo za pripravo naslednje 
kolone.  
Izračun relativne vrednosti: 
% 𝑝𝑟𝑒𝑏𝑜𝑗𝑎 =
𝐶𝑓𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒
𝐶ž𝑒𝑡𝑒𝑣
× 100 
Izračun količine vezanega produkta na kolono: 
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑣𝑒𝑧𝑎𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑎 (𝑚𝑔) =
𝑉𝑓𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒
𝐶ž𝑒𝑡𝑒𝑣
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Slika 9: Dinamična vezavna kapaciteta kromatografskih nosilcev pri RT 4 min 
Ena od prednosti kontinuirne kromatografije v primerjavi s klasično je v hitrosti nanosa 
materiala (krajši RT), zato smo izbrane kromatografske nosilce testirali tudi pri višjih 
vhodnih linearnih hitrostih, in sicer pri RT 1 min in 2 min. Iz prebojnih krivulj je razvidno, 
da se s hitrejšim pretokom preboj zgodi precej hitreje, naklon krivulj je položnejši, masa 
materiala, vezanega na kolono, pa je pri klasični kromatografiji precej nižja, zato je 
uporaba takih pogojev smiselna le v primeru kontinuirne kromatografije (Slika 10, Slika 
11).  
 
Slika 10: Dinamična vezavna kapaciteta kromatografskih nosilcev pri RT 2 min 
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Slika 11: Dinamična vezavna kapaciteta kromatografskih nosilcev pri RT 1 min 
DBC se izračuna po enačbi 𝐷𝐵𝐶 =  
𝐶0×𝑉𝑏
𝑉𝑡
, pri čemer so 𝐶0 koncentracija začetnega 
materiala, 𝑉𝑏 volumen preboja pri 10 %, 𝑉𝑡 pa volumen, pri katerem je razmerje med 
𝐶𝑏
𝐶0
=
0,1 [22]. 
SBC je statična vezavna kapaciteta in je merilo za celotno količino vezanega proteina. 
SBC pa se izračuna po enačbi 𝑆𝐵𝐶 =  
𝐶0×𝑉𝑐
𝑉𝑡
, pri čemer je 𝑉𝑐 volumen, kjer je 
𝐶
𝐶0
=
0,55– 0,6 [22]. 
 
Slika 12: Prikaz krivulje preboja (breakthrough – BT) [22] 
Za razumevanje prebojnih krivulj (BT) je priporočljivo izračunati razmerje med 𝐸 =
𝐷𝐵𝐶
𝑆𝐵𝐶
 
in 𝐹0 =
𝑢0×𝑑𝑝
2
𝑍×𝐷𝑚
, ki nam poda lastnosti posameznih nosilcev [22]. Hitrost pretoka (𝑢0) 
izračunamo po enačbi 𝑢0 =
Φ
𝑉
, 𝑑𝑝 je premer delcev, 𝑍 pa višina kolone. 𝐷𝑚 je molekularni 
difuzijski koeficient in pri temperaturi 25 °𝐶 𝑧𝑎 𝐼𝑔𝐺 𝑧𝑛𝑎š𝑎 0,52 × 10−12 𝑚2[22]. 
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V spodnjih dveh  tabelah (Tabela 13 in Tabela 14) so prikazani izračuni za razmerje med 
E in F ter velikosti delcev za posamezni kromatografski nosilec pri RT 4 min in RT 1 
min. Iz teh podatkov je razvidno, da so vrednosti pri 10 % preboja krivulj DBC precej 
nižje za krajše zadrževalne čase, saj je pri teh pogojih vezanega manj proteina, kot če so 
zadrževalni časi daljši. Iz tabel je prav tako razvidno, da so nosilci z višjo kapaciteto pri 
RT 4 min boljši tudi pri RT 1 min, saj imajo višjo vezavno kapaciteto. Najboljša nosilca 
sta MabSelect SuRe pcc in Amsphere A3, za RT 4 min pa je blizu tudi Toyopearl HC-
650F, ki mu sledi še MabSelect SuRe LX.  
Tako v klasični kot tudi v kontinuirni kromatografiji bi izbrali nosilec, ki ima višjo 
kapaciteto vezave, saj s tem v enem ciklu očistimo več produkta, pridobimo pa tudi višjo 
koncentracijo produkta za nadaljnje korake čiščenja. Še posebej pa je pomembna izbira 
nosilca, ki ima višjo kapaciteto ravno v kontinuirni kromatografiji, saj s tem pridobimo 
več časa za izvedbo ostalih kromatografskih korakov (spiranje, elucija, čiščenje, 
ekvilibracija) in zato lahko razvijemo proces z manjšim številom kolon, kar rezultira v 
manj kompleksnem procesu in nižjih stroških. Kapaciteta in karakteristike nosilca se pri 
krajših zadrževalnih časih še bolj poznajo, saj smo opazili, da so tu razlike med nosilci 
večje kot pri klasičnih pogojih, zato je to še toliko bolj pomembno pri kontinuirnih 
procesih, ki jih izvajamo prav pri takšnih pogojih. Če pogledamo v Tabelo 14, opazimo, 
da sta najboljša nosilca MabSelect SuRe pcc in Amsphere A3, sledi pa jima Toyopearl 
AF-rProteinA HC-650F.  
Na vezavno kapaciteto ne vpliva zgolj velikost delcev, ampak tudi druge karakteristike, 
kot so uporabljen tip protA liganda, dizajn nosilca in tip kroglic. Iz tabel je prav tako 
razvidno, da se pri daljšem zadrževalnem času (4 min) pri večini nosilcev DBC10 približa 
SBC (vrednosti E med 0,9 in 1,0), kar pomeni, da je nosilec dobro izkoriščen, zato 
velikost delcev v tem primeru nima velikega vpliva. Neizkoriščena kapaciteta je vidnale 
pri nosilcu MabSelect SuRe LX, kjer vrednost E znaša 0,76. Večje razlike pa so vidne pri 
krajšem zadrževalnem času (1 min), kjer imajo nosilci z manjšo velikostjo delcev (okoli 
50 µm) višje vrednosti E. Najvišje vrednosti E imata nosilca MabSelect SuRe pcc in 
Amsphere A3, ki imata izkoriščenih več kot 70 % teoretične vezavne kapacitete, poleg 
tega pa imata tudi visoko vezavno kapaciteto. Tako sta iz tega vidika za kontinuirno 
kromatografijo najbolj primerna.  
Tabela 13: Izračuni razmerja E in F za RT 4 min 
Kromatografski nosilec Masa 
mAb 
(mg) 
10 % 
DBC 
E = DBC/SBC F dp (m) 
MabSelect SuRe [23] 229 45,55 0,91674807 0,416827 0,000085 
MabSelect SuRe LX [24] 261 51,92 0,75647986 0,416827 0,000085 
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MabSelect SuRe pcc [25] 340 67,63 1,0 0,144231 0,00005 
Amsphere ProteinA 
JWT203 [26] 
228 45,36 0,95966543 0,144231 0,00005 
Amsphere A3 [27] 331 65,84 1,0 0,138519 0,000049 
Toyopearl AF-rProteinA 
HC-650F [28] 
317 63,06 1,0 0,116827 0,000045 
Toyopearl ProtA 850F 
[28] 
145 28,84 1,0 0,116827 0,000045 
CaptivA PriMab [29] 215 42,77 0,86673418 0,006361 0,0000105 
Kaneka KanCapA [30] 190 37,80 0,88191199 0,324519 0,000075 
Eshmuno A [31] 212 42,17 1,0 0,144231 0,00005 
  
Tabela 14: Izračuni razmerja E in F za RT 1 min 
Kromatografski nosilec Masa 
mAb 
(mg) 
10 % 
DBC 
E = DBC/SBC F dp (m) 
MabSelect SuRe [23] 
95 18,90 0,36257328 
1,528365385 0,00008
5 
MabSelect SuRe LX [24] 110 21,88 0,32271692 1,528365385 0,00008
5 
MabSelect SuRe pcc [25] 207 41,18 0,71119723 0,528846154 0,00005 
Amsphere A3 [27] 208 41,38 0,72907405 0,507903846 0,00004
9 
Toyopearl AF-rProteinA 
HC-650F [28] 
163 32,42 0,60175235 0,428365385 0,00004
5 
Eshmuno A [31] 129 25,66 0,55098443 0,528846154 0,00005 
Amsphere proteinA 
JWT203 [26] 
135 26,85 0,56046923 0,528846154 0,00005 
 
Tabela 15 prikazuje statično vezavno kapaciteto (SBC) za različne kromatografske 
nosilce pri RT 1 min, 2 min in 4 min. Spodnji izračuni so bili uporabljeni za računanje 
brezdimenzijske konstante E. 
Tabela 15: Izračuni za SBC pri različnih RT 
Kromatografski nosilec SBC (mg/mL 
nosilca) ‒ RT 4 
min 
SBC (mg/mL 
nosilca) ‒ RT 2 
min 
SBC (mg/mL 
nosilca) ‒ RT 1 
min 
MabSelect SuRe [23] 49,69 49,90 52,12 
CaptivA PriMab [29] 49,35 / / 
MabSelect SuRe LX [24] 68,63 70,72 67,81 
Eshmuno A [31] 38,45 48,67 46,57 
Toyopearl ProtA 850F [28] 27,50 / / 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
30 
 
Amsphere proteinA JWT203 [26] 47,26 49,66 47,92 
Kaneka KanCapA [30] 42,86 / / 
Toyopearl AF-rProteinA HC-650F [28] 58,56 57,04 53,88 
MabSelect SuRe pcc [25] 60,20 60,46 57,90 
Amsphere A3 [27] 62,65 60,17 56,75 
 
Slika 13 prikazuje primerjavo porazdelitve delcev pri RT 4 min in 1 min za različne 
kromatografske nosilce. Z večanjem pretoka in večjim premerom delcev se veča vrednost 
brezdimenzijske konstante F0, hkrati pa se manjša DBC, kar pomeni, da se manjša tudi 
vrednost brezdimenzijske konstatne E. Če je vrednost brezdimenzijske konstante E 
manjša, je nižja tudi vezavna kapaciteta nosilca. Kot sem že omenila, je pri izboru nosilca, 
predvsem pri kontinuirni kromatografiji, pomembna čim višja vrednost vezavne 
kapacitete.  
 
Slika 13: Porazdelitev delcev, E = DBC/SBC in F = u0dp^2/ZDm pri RT 4 min in RT 1 
min 
Zaradi lažje primerjave nosilcev pri različnih pogojih bom izbrane nosilce prikazala tudi 
na grafih, ki prikazujejo vezavno kapaciteto oz. količino vezanega produkta pri različnih 
zadrževalnih časih (Slika 14, Slika 15). Z grafov je razvidno, da so krivulje 
kromatografskih nosilcev porazdeljene v dve skupini, kar sovpada z velikostmi delcev 
posameznih nosilcev. Zgornje tri krivulje (Amsphere A3, MabSelect SuRe pcc in 
TOYOPEARL AF-rProteinA HC-650F) imajo manjše delce, ki so veliki približno 35‒50 
µm. Vezavna kapaciteta teh nosilcev je višja od vezavne kapacitete nosilcev z večjimi 
delci (85 µm). Z grafov je prav tako razvidno, da se z nižjim zadrževalnim časom manjša 
tudi DBC. Zato je izbor nosilcev temeljil na lastnostih posameznega nosilca pri različnih 
pogojih delovanja (različni zadrževalni časi). Pri RT 4 min in DBC10 (Slika 14) imajo 
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kromatografski nosilci z manjšimi premeri delcev količino vezanega materiala približno 
60 mg/mL. To vrednost pa isti nosilci dosežejo pri DBC60 (Slika 15) in RT 1‒2 min. To 
je tudi zadrževalni čas, pri katerem smo se glede na karakteristike kromatografskih 
nosilcev odločili razviti kontinuirni proces. 
 
Slika 14: Prikaz vezanega materiala pri različnih zadrževalnih časih za različne 
kromatografske nosilce pri 10 % DBC 
 
Slika 15: Prikaz vezanega materiala pri različnih zadrževalnih časih za različne 
kromatografske nosilce pri 60 % DBC 
4.1.2 Odstranjevanje nečistoč 
Glavna naloga kromatografskega koraka na proteinu A je odstranjevanje različnih 
nečistoč in hkrati tudi koncentriranje produkta (zmanjšanje volumna za nadaljnje 
procesiranje). Nečistoče negativno vplivajo na varnost in delovanje bioloških zdravil, 
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zato jih moramo v procesu čiščenja in izolacije (DSP – downstream processing) 
odstraniti. Z vsako stopnjo čiščenja se znebimo določenih nečistoč, po zadnji stopnji 
čiščenja pa moramo zadostiti vsem parametrom za določen produkt in tako zagotoviti 
ustrezen nivo čistosti ter kvalitete. Nečistoče glede na nastanek delimo v dve skupini, in 
sicer glede na to, ali so vezane na proces ali na produkt. Procesno vezane nečistoče so 
proteini gostiteljske celice (HCP oz. angl. host cell proteins), DNK gostiteljske celice, 
protA ligand, ki se spira z nosilca (angl. leached protA), in različne komponente medija, 
kjer so rastle celice (antipenilci, hranila ...). Tako HCP kot tudi DNK se najbolj učinkovito 
odstranijo v prvi stopnji čiščenja. Zato sta ta dva parametra, poleg karakteristik 
kromatografskega nosilca in njihovih prebojnih krivulj, izredno pomembna pri izbiri 
pravega kromatografskega nosilca. Produktno vezane nečistoče pa so agregati, razgradni 
produkti, prekurzorji, različne izoforme produkta, produkti z različnimi glikanskimi 
profili in drugače spremenjeni produkti (oksidiran, deamidiran, denaturiran). Produktno 
vezane nečistoče se na proteinu A po navadi ne odstranjujejo najbolje, tako da so za to 
odgovorni kasnejši kromatografski koraki. Po prvi stopnji pa se običajno spremlja 
količino agregatov in razgradnih produktov.  
Da bi bolje videli sposobnost kromatografskih nosilcev za odstranjevanje različnih 
nečistoč, smo eluate frakcionirali in vsakega analizirali. Volumen frakcij je bil vedno 
enak (1 mL). V vsaki frakciji smo z različnimi analitskimi metodami določili vsebnost 
izbranih nečistoč. Za vsako posamezno frakcijo smo dobili podatek o vsebnosti proteina 
v mg/mL, o vsebnosti proteinov gostiteljske celice v ng/mg produkta oz. ppm (HCP), o 
stopnji agregatov in s tem čistosti frakcije (agregacijskih produktov – AP) v % ter podatek 
o vsebnosti DNK v pg/mg produkta oz. ppb za posamezni kromatografski nosilec. 
Optimirano sekvenco čiščenja in analize eluatov smo naredili na treh različnih 
monoklonskih protitelesih (mAb A, mAb B in mAb C).  
4.1.2.1 Lastnosti za mAb A 
Naš glavni produkt je bilo monoklonsko protitelo mAb A, na katerem smo naredili 
največje število poskusov. Različne kromatografske nosilce smo testirali, kako dobro 
odstranjujejo nečistoče in kakšno koncentracijo produkta dosežemo na posameznih 
nosilcih. Na Sliki 16 so prikazane koncentracije produkta mAb A v različnih frakcijah 
eluata za različne kromatografske nosilce. Po pričakovanjih je vsebnost produkta v prvih 
dveh frakcijah najvišja, saj se na začetku na kolono eluira največji del vezanega produkta. 
Kromatografski nosilci, ki imajo večjo kapaciteto vezave pri RT 4 min (Amsphere A3, 
MabSelect SuRe pcc, MabSelect SuRe LX in TOYOPEARL AF-rProteinA HC-650F), 
imajo primerljivo krivuljo volumna eluata v odvisnosti od koncentracije. Z večanjem 
kapacitete kromatografskega nosilca se veča tudi masa eluiranega produkta. Večji je sicer 
tudi volumen eluata, a je koncentracija v končnem eluatu zaradi večje količine vezanega 
produkta kljub temu višja. 
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Slika 16: Prikaz koncentracije produkta v različnih frakcijah eluata 
Slika 17 prikazuje vsebnost proteinov gostiteljske celice (HCP) v posameznih frakcijah 
eluata za različne kromatografske nosilce. HCP so nečistoče, ki izhajajo iz celic v 
bioprocesu in ki se morajo med procesom čiščenja monoklonskih protiteles dobro 
odstraniti (po navadi več kot 99,99 %). Na spodnji sliki vidimo relativno nizko vsebnost 
HCP v začetnih frakcijah, saj se takrat eluira večja količina našega produkta, kar vidimo 
na Sliki 16. V zadnjih frakcijah eluata, kjer je naš produkt v večji meri že eluiran, pa se 
relativna vrednost HCP začne večati, ker je vrednost HCP preračunana na količino 
produkta. Vsebnost HCP je tako navidezno višja zaradi enake mase produkta iz prejšnjih 
frakcij. V začetnih frakcijah med kromatografskimi nosilci ni večjih razlik, razen pri 
Amsphere protA nosilcu, ki ima ves čas večjo vsebnost HCP, v zadnjih frakcijah pa se 
količina HCP navidezno poveča zaradi relativnega preračuna. Izjemi sta le Eshmuno A 
in MabSelect SuRe, ki imata ves čas konstantno vsebnost HCP.  
 
Slika 17: Prikaz HCP v različnih frakcijah eluata 
Nečistoča, ki se prav tako uspešno odstranjuje v prvem kromatografskem koraku je tudi 
DNK gostiteljske celice. Slika 18 prikazuje količino gostiteljske DNK za posamezni 
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kromatografski nosilec. Med nosilci ni večjih razlik, saj so vrednosti DNK v enakem 
velikostnem razredu.  
 
Slika 18: Prikaz količine DNK v eluatih za različne kromatografske nosilce 
Ena glavnih nečistoč so tudi agregati našega produkta (AP ‒ aggregating products), ki pa 
se v prvi kromatografski stopnji ne odstranjujejo najbolje, in sicer zaradi podobnosti z 
monomerno obliko monoklonskega protitelesa in s tem primerljivo afiniteto do proteina 
A. Na spodnji sliki je vsebnost agregatov primerljiva za vse kromatografske nosilce in 
znaša okoli 3 %.  
 
Slika 19: Prikaz količine agregatov v različnih frakcijah eluata 
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4.1.2.2 Lastnosti za mAb B in C 
Zaradi možnih razlik med različnimi monoklonskimi protitelesi in različnimi procesi, s 
katerimi jih pripravljamo, smo kromatografske nosilce testirali še z dvema dodatnima 
produktoma: mAb B in mAb C. S tem smo dodatno potrdili ustreznost izbranih 
kromatografskih nosilcev za potrebe razvoja procesa kontinuirne kromatografije. V vseh 
primerih, mAb A, mAb B in mAb C, so monoklonska protitelesa predstavniki 
najštevilčnejše skupine imunoglobulin G (IgG), ki spadajo v različne podskupine. Glede 
na rezultate, ki smo jih dobili med eksperimentalnim delom na molekuli mAb A, smo 
območje eksperimentov, ki jih želimo dodatno narediti na produktu mAb B in mAb C, 
skrčili. Tako smo na molekuli mAb C naredili poskuse na štirih izbranih nosilcih: 
MabSelect SuRe pcc, Toyopearl HC-650F, Eshmuno A in MabSelect SuRe. Na molekuli 
mAb B pa smo naredili še poskuse na kromatografskem nosilcu Amsphere A3. V vseh 
primerih smo uporabili enako metodo. 
Na spodnjih slikah so znova prikazani eluati različnih kromatografskih nosilcev, ki so 
razdeljeni v več frakcij. Tako kot v primeru mAb A je tudi za mAb C najvišja vsebnost 
našega produkta v začetnih frakcijah (Slika 20), medtem ko imajo zadnje frakcije zelo 
nizko vsebnost produkta. Volumen eluata prav tako sovpada s kapaciteto vezave 
posameznega nosilca.  
 
Slika 20: Prikaz vsebnosti produkta v različnih frakcijah eluata za mAb C 
Slika 21 prikazuje količino HCP v posamezni frakciji za različne kromatografske nosilce. 
V primerjavi z mAb A vidimo, da je pri mAb C v vseh frakcijah vsebnost HCP bistveno 
večja, kar je posledica drugega začetnega materiala. Ta ima že na začetku večjo vsebnost 
HCP, kar se odraža tudi v vrednosti HCP v eluatih. Tudi v tem primeru je zmanjšanje 
HCP 200-kratno, kar je primerljivo z mAb A in mAb B, kjer je faktor odstranjevanja HCP 
približno 300-kraten, kar pomeni, da je metoda čiščenja ustrezno razvita za vse tri 
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produkte. Razlika v primerjavi z mAb A je tudi v zadnjih frakcijah, saj je pri mAb C 
vrednost HCP ves čas primerljiva. 
 
Slika 21: Prikaz HCP v različnih frakcijah eluata za mAb C 
Tako kot v primeru mAb A tudi pri odstranjevanju agregatov za mAb C nismo opazili 
sprememb med posameznimi nosilci. Glavne stopnje za odstranjevanje agregatov so 
kromatografski koraki, prikazani na Sliki 22.  
 
Slika 22: Prikaz količine agregatov v različnih frakcijah eluata mAb C 
Pri mAb B je vsebnost produkta v posameznih frakcijah za različne kromatografske 
nosilce nekoliko nižja kot za obe ostali molekuli (Slika 23), kar pomeni, da je kapaciteta 
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za ta produkt nekoliko nižja, čeprav višje vrednosti opazimo tudi pri nosilcih z večjo 
kapaciteto vezave. Nosilci se torej v primerjavi obnašajo podobno.  
 
Slika 23: Prikaz vsebnosti produkta v različnih frakcijah eluata mAb B 
Slika 24 prikazuje količino HCP v posameznih frakcijah eluata. V tem primeru je imel 
začetni material najnižjo vsebnost HCP, kar se odraža tudi v najnižji vsebnosti HCP v 
eluatih, vendar je faktor odstranjevanja (okoli 300-kraten) primerljiv z mAb A. Krivulje 
so pri vseh frakcijah med seboj izredno primerljive.  
 
Slika 24: Prikaz HCP v različnih frakcijah eluata mAb B 
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Material z mAb B vsebuje najmanj agregatov že v izhodnem materialu (okoli 1,5 %). Ker 
protA nosilci agregatov ne odstranjuje dobro, je tudi tu vrednost med posameznimi 
kromatografskimi nosilci primerljiva. Pri dveh nosilcih (Eshmuno A in MabSelect SuRe 
pcc) je vidna večja količina agregatov v zadnji frakciji, vendar je tu količina produkta že 
precej nizka, zato lahko v tem primeru z zbiranjem frakcij zaključimo prej in tako 
ohranimo nižjo količino agregatov v eluatu.  
 
Slika 25: Prikaz količine agregatov v različnih frakcijah eluata mAb B 
4.1.3 Delovanje nosilcev z različnimi začetnimi materiali 
Da bi pokazali primerljivo obnašanje kromatografskih nosilcev za različne molekule, smo 
prebojne krivulje pri različnih zadrževalnih časih (1 min, 2 min in 4 min) naredili tudi za 
mAb C ter jih primerjali z mAb A. Takšna ponovljivost bi nam pri prihodnjih razvojnih 
projektih olajšala delo, saj bi lahko testirali le z najboljšimi nosilci.  
Na Sliki 26 in Sliki 27 so prikazane prebojne krivulje kromatografskega nosilca pri 
različnih zadrževalnih časih in različnih produktih. V obeh primerih vidimo, da se krivulji 
za enak zadrževalni čas prekrivata ali pa sta si zelo blizu. Ko primerjamo krivulje med 
kromatografskima nosilcema, pa opazimo, da se točka preboja razlikuje, kar seveda 
sovpada s karakteristikami vsakega nosilca. Ta podatek je pomemben, saj dokazuje, da 
se krivulja preboja ne razlikuje v začetnem materialu, ampak le v različnih 
kromatografskih nosilcih, kar pomeni, da moramo pred razvojem kontinuirne 
kromatografije obvezno narediti poskus prebojne krivulje za kromatografski nosilec in da 
ni treba narediti poskusa prebojne krivulje v primeru menjave začetnega materiala.  
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Slika 26: Prikaz primerjave prebojnih krivulj pri različnih zadrževalnih časih in različnih 
produktih za nosilec Toyopearl AF-rProteinA HC-650F 
 
Slika 27: Prikaz primerjave prebojnih krivulj pri različnih zadrževalnih časih in različnih 
produktih za nosilec MabSelect SuRe pcc 
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4.1.4 Študija vpliva pretoka na tlak kolone 
Med kromatografskimi eksperimenti spremljamo tudi krivuljo tlaka in pH. Med poskusi 
želimo imeti čim bolj konstanten padec tlaka, t. i. razliko med tlakom pred in za kolono. 
Če tlak preveč naraste, pa v skrajnem primeru znižamo pretok. Krivulja padca tlaka je 
uporaben parameter, ki nam poda kvaliteto spakirane kolone in nam pove, kako 
učinkovita je stopnja regeneracije [32], hkrati pa je krivulja odvisna tudi od karakteristik 
nosilca (npr. velikosti delcev). 
Izračuni za določitev padca tlaka v odvisnosti od linearne hitrosti [32]: 
Padec tlaka v poroznih delcih, kjer se nahaja laminarni tok mobilne faze, opišemo z 
Darcyjevo enačbo ∆𝑃 =
𝑢∗𝐿∗𝜇
𝐵
, pri čemer so ∆𝑃 padec tlaka, L višina kolone, u linearna 
hitrost, µ viskoznost mobilne faze in B permeabilnost. 
Kromatografski nosilec ima sferične delce, kar opisuje Blake-Kozenyjeva enačba B =
𝑘 ∗
𝜀2
(1−𝜀)2
∗ 𝑑2, pri čemer poroznost za naključno pakiranje (ɛ) znaša 0,36, korelacija (k) 
1
180
,  d pa predstavlja velikost delcev.  
Enačba za pretočno neodvisni parameter za porozne delce je 𝛷 =
ℇ∗𝑑2
𝐵
, iz katere vidimo 
zgradbo kromatografskega nosilca in spremembe v lastnostih kromatografskega sistema, 
kar se odraža kot odklon od linearnosti na krivulji spremembe tlaka od linearne hitrosti. 
Na odklon od linearnosti vpliva več dejavnikov [32]: 
 sprememba pretoka 
 premočno stisnjen kromatografski nosilec 
Ker imajo nosilci različne mehanske lastnosti, jih lahko tudi različno stisnemo. 
Povečanje pretoka vpliva na hitrost mobilne faze, kar lahko povzroči preveč 
stisnjen kromatografski nosilec. S tem se spremeni poroznost, rezultat te 
spremembe pa je eksponentno povečanje padca tlaka v odvisnosti od velikosti 
delcev. 
 blokiranje vezavnih mest v kromatografskem nosilcu 
Ena od možnosti povečanja padca tlaka je lahko posledica blokiranja 
kromatografskega nosilca zaradi nespecifične adsorpcije. Kadar agregati in 
molekule, ki so podobne našemu tarčnemu proteinu, zapolnijo pore v 
kromatografskem nosilcu, preprečijo pretok mobilne faze in tlak začne naraščati. 
Padec tlaka se poveča tudi zaradi sprememb v viskoznosti tekočine, po navadi ob 
prisotnosti nosilca, ki ima večjo kapaciteto vezave, posledično pa tudi večjo 
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koncentracijo elucije. V fazi regeneracije naj bi se vse molekule, ki blokirajo pore 
v nosilcu, odstranile. Vrednost padca tlaka pa bi morala biti ob učinkoviti 
regeneraciji enaka prvotni vrednosti. To pomeni, da je vrednost padca tlaka merilo 
za učinkovito regeneracijo in čiščenje kolone.  
 turbulentni tok 
V kromatografiji običajno govorimo o laminarnem toku. Ko separacija poteka pri 
visokih pretokih in se velikost kapilar zmanjšuje, pa se lahko ustvari turbulentni 
tok, ki ga opisuje Reynoldsovo število (Re). Kadar je vrednost Re višja od 2100, 
govorimo o turbulentnem toku.  
Slika 28 prikazuje padec tlaka v odvisnosti od linearne hitrosti. Eksperiment je bil izveden 
s postopnim povečevanjem pretoka. Začetni pretok je znašal 0,5 mL/min, končni pa 5,25 
mL/min. Uporabljeni so bili različni kromatografski nosilci z enakimi dimenzijami kolon 
(višina 10 cm, premer 0,8 cm, volumen 5,027 mL).  
Na sliki vidimo, da gre v vseh primerih za linearen odziv. Razlika med posameznimi 
nosilci je v padcu tlaka, ki je posledica različnih mehanskih lastnosti. Nosilci s 
primerljivimi lastnostmi imajo približno enak padec tlaka.  
 
Slika 28: Krivulja padca tlaka v odvisnosti od linearne hitrosti 
V spodnji tabeli so prikazani podatki o permeabilnosti in pretočno neodvisnem parametru 
(angl. flow resistance parameter) za različne kromatografske nosilce. Pretočno neodvisni 
parameter je v mojem primeru konstanten, saj sta konstantna poroznost delcev za sferične 
delce in vrednost korelacije k. Edina spremenljivka v enačbi je velikost delcev. Glede na 
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način pakiranja se spreminja tudi vrednost pretočnega parametra. Pri pakiranju obstajajo 
štiri različne razporeditve delcev: enostavna kubična (SC – simple cubic), telesno 
centrirana (BC – body centered cubic) in ploskovno centrirana razporeditev (FC – face 
centered cubic) ter naključno pakiranje (angl. random packing). Za naključno pakirane 
delce je vrednost pretočnega parametra 559, za delce, ki so v SC-konfiguraciji, pa 
vrednost znaša 194. V mojem primeru je vrednost 205, kar pomeni, da je v območju med 
SC-konfiguracijo in naključnim pakiranjem [32]. 
Podobno velja za permeabilnost. Njene vrednosti so enake, saj sta poroznost delcev in 
korelacija k enaki. Po permeabilnosti se razlikujejo samo nosilci, ki imajo različne 
velikosti delcev. Pretočno neodvisni parameter in permeabilnost sta obratno sorazmerna, 
kar pomeni, da se s povečanjem pretočnega parametra zmanjša permeabilnost.  
Tabela 16: Podatki o pretočno neodvisnem parametru in permeabilnosti (B) za različne 
kromatografske nosilce 
Kromatografski nosilec dp (µm) B (um2) B (m2) Pretočno 
neodvisni 
parameter 
(/) 
MabSelect SuRe23 85 12,70 1,27*10^-11 204,80 
MabSelect SuRe LX24 85 12,70 1,27*10^-11 204,80 
MabSelect SuRe pcc25 50 4,39 4,39*10^-12 204,80 
Amsphere ProteinA 
JWT20326 
50 4,39 4,39*10^-12 204,80 
Amsphere A327 49 4,22 4,22*10^-12 204,80 
Toyopearl AF-rProteinA 
HC-650F28 
45 3,56 3,56*10^-12 204,80 
Toyopearl ProtA 850F28 45 3,56 3,56*10^-12 204,80 
CaptivA PriMab29 45 3,56 3,56*10^-12 204,80 
Kaneka KanCapA30 65 7,43 7,43*10^-12 204,80 
Eshmuno A31 50 4,39 4,39*10^-12 204,80 
 
4.1.5 Študija pH-prehoda 
Učinkovitost čiščenja proteinov je odvisna od mehanskih lastnosti kromatografskega 
nosilca, bioloških lastnosti nosilca, velikosti delcev in afinitete vezave. Bistveno vlogo 
pri učinkovitosti čiščenja pa ima gostota liganda. Tako je od gostote liganda, vrste 
kromatografskega nosilca, sestave mobilne faze in mehanskih lastnosti nosilca odvisno 
zadrževanje ter ločevanje nabitih molekul [33]. 
Oblika pH-krivulje v odvisnosti od volumna je podobna obliki krivulje DBC, le da je 
preboj bistveno manjši. Ta preboj nastane ob spreminjanju pufrov z enakim pH in enako 
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molarnostjo, a z različno vsebnostjo soli oz. z različno ionsko jakostjo. Prvi val na krivulji 
je posledica vrst, ki se ne zadržijo na koloni (angl. non-retined species) in potujejo skupaj 
z mobilno fazo, medtem ko so ostali valovi posledica interakcij s stacionarno fazo. Čas, 
pri katerem pride do spremembe pH, je proporcionalen naklonu adsorpcijske izoterme 
pufrnih skupin, iz katere se lahko izračuna gostota ionskih skupin [33], [34]. 
Pri eksperimentu študije pH prehoda sem uporabila dva pufra, ki sta imela enak pH, a 
različno prevodnost in posledično različno ionsko jakost (50 mM NaP, pH 7 in 50 mM 
NaP/1 M NaCl, pH 7), da sem preprečila nenamerni pH-prehod. Prav tako sem uporabila 
različne pretoke (Slika 30, Slika 31). V prvem delu je pretok znašal 3,5 mL/min (418 
cm/h), v drugem 1,257 mL/min (150 cm/h) in v tretjem 3,5 mL/min (418 cm/h). Ker so 
bili ostali eksperimenti vodeni pri teh pretokih, sem s tem želela potrditi vpliv spremembe 
pretoka na nastanek pH-prehoda. Eksperiment sem končala, ko je bil pH mobilne faze 
enak pH na vhodu v kolono. Določila sem volumen med preklopom pufrov in s tem 
mobilne faze in dosegom 50% pH-preboja (pH50%). 
Slika 29 prikazuje določitev 50% vrednosti UV-odziva oz. pH in določitev časa oz. 
volumna (VpH50%) pri tej vrednosti. Trajanje pH-prehoda je linearno premosorazmerno 
ionski jakosti in se uporablja za določitev ocene dinamične vezavne kapacitete 
kromatografskega nosilca [34]. 
 
Slika 29: Prikaz določitve pri 50 % vrednosti UV v odvisnosti od časa [33] 
Krivulje na Sliki 30 in Sliki 31 so posledica različnih lastnosti kromatografskih nosilcev. 
Kot je razvidno, pride do spremembe v pH za približno pol enote. Vzrok teh spremembe 
je verjetno selektivnost anionske desorpcije. Pri pufrih, ki sem ju uporabila, so 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
44 
 
adsorbirane molekule večinoma v dveh oblikah: H2(PO4)- in H(PO4)2-. Zaradi različnega 
naboja je različna tudi interakcija z nosilcem. Tako se ioni H2(PO4)- desorbirajo prej, kar 
se odraža v višji koncentraciji ionov v raztopini in v nižji vrednosti pH [33]. 
S spreminjanjem pretoka opazimo enako spremembo v pH-prehodu, a se ta odziv zgodi 
prej. To pomeni, da znižanje pretoka podaljša čas pH-prehoda, v določenih primerih pa 
lahko na ta način dobimo natančnejšo določitev ionske jakosti. 
 
 
Slika 30: Prikaz pH-prehoda za različne kromatografske nosilce 
 
Slika 31: pH-prehod za kromatografske nosilce, ki med seboj odstopajo 
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Na spremembo pH-prehoda vpliva tudi kapaciteta pufra. Sprememba pH je zaznavna, 
kadar je pH pufra znotraj 0,6 pH enot njegove pKa vrednosti. Takrat je kapaciteta pufra 
maksimalna, metoda pa je hkrati najbolj robustna. Da bi preprečili ekstremne spremembe 
pH med kromatografskim eksperimentom, moramo izbrati pufer z visoko kapaciteto. Za 
robustnost metode je treba izbrati pravo razmerje med koncentracijo in kapaciteto pufra, 
kar pomeni zadostno kapaciteto pufra in ne prenizko koncentracijo posameznih pufrskih 
komponent. Če želimo povečati občutljivost metode, moramo povečati koncentracijo soli 
ali zamenjati pufer. S povečanjem koncentracije pufra se zmanjša vpliv na spremembo 
pH-prehoda. Kadar uporabljamo pufer z nižjo koncentracijo, pa je pH-prehod daljši [34]. 
Tabela 17 prikazuje spremembo pH-prehoda in volumna pri dveh pretokih. Za posamezni 
nosilec pri različnem pretoku so spremembe vrednosti pH-prehoda (Δ pH) in volumnov 
(Δ V) med seboj primerljive. V vseh primerih je pH-prehod manjši od 0,3 pH enote. 
Sprememba pH-prehoda je nastala zaradi uporabe pufra z vsebnostjo soli, kar priča tudi 
dolžina pH-prehoda, saj ravno nanjo vpliva večja vsebnost ionov Na+ in Cl-. Na podlagi 
podatka o spremembi volumna lahko primerjamo dolžino pH-prehodov različnih 
kromatografskih nosilcev. Iz tabele je razvidno, da se vrednosti med seboj razlikujejo tudi 
do 2 mL. Do razlik pride zaradi različnih lastnosti kromatografskih nosilcev. 
Tabela 17: Izračuni pH-vrednosti in volumnov pri pH-prehodih 
Pretok = 3,5 mL/min 
Nosilec dp (m) pH0 pHmax Δ pH pH50% Vd VpH50% Δ V 
MabSelect 
SuRe23 
0,000085 6,68 6,81 0,130 6,745 31,44 35,82 4,38 
MabSelect 
SuRe LX24 
0,000085 6,67 6,80 0,130 6,735 31,54 35,71 4,17 
MabSelect 
SuRe pcc25 
0,00005 6,65 6,80 0,150 6,725 31,70 35,38 3,68 
Amsphere 
ProteinA 
JWT 20326 
0,00005 6,59 6,83 0,240 6,710 31,00 34,75 3,75 
Amsphere 
A327 
0,000049 6,72 6,79 0,070 6,755 31,75 35,38 3,63 
Toyopearl 
HC-650F28 
0,000045 6,68 6,78 0,100 6,730 30,34 35,39 5,05 
Toyopearl 
ProtA 
850F28 
0,000045 6,70 6,82 0,120 6,760 31,11 34,74 3,63 
CaptivA 
PriMab29 
0,000105 6,68 6,83 0,150 6,755 31,7 35,56 3,86 
Kaneka 
KanCapA30 
0,000075 6,68 6,83 0,150 6,755 31,62 35,50 3,88 
Eshmuno 
A31 
0,00005 6,72 6,82 0,100 6,770 31,65 35,50 3,85 
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Pretok = 1,257 mL/min 
Nosilec dp (m) pH0 pHmax Δ pH pH50% Vd VpH50% Δ V 
MabSelect 
Sure23 
0,000085 6,69 6,84 0,150 6,765 81,51 85,78 4,27 
MabSelect 
Sure lx24 
0,000085 6,68 6,83 0,150 6,755 81,94 85,57 3,63 
MabSelect 
Sure pcc25 
0,00005 6,67 6,83 0,160 6,750 81,68 85,47 3,79 
Amsphere 
protA JWT 
20326 
0,00005 6,57 6,84 0,270 6,705 81,12 84,72 3,60 
Amsphere 
A327 
0,000049 6,71 6,79 0,080 6,750 81,92 85,65 3,73 
Toyopearl 
HC-650F28 
0,000045 6,67 6,80 0,130 6,735 80,87 85,67 4,80 
Toyopearl 
ProtA 
850F28 
0,000045 6,70 6,83 0,130 6,765 81,28 85,02 3,74 
CaptivA 
PriMab29 
0,000105 6,67 6,83 0,160 6,750 81,93 85,6 3,67 
Kaneka 
KanCapA30 
0,000075 6,67 6,83 0,160 6,750 81,81 85,48 3,67 
Eshmuno 
A31 
0,00005 6,72 6,83 0,110 6,775 82,05 86,64 4,59 
 
4.1.6 Optimizacija kromatografskih sekvenc 
Po izbranih kromatografskih nosilcih, narejenih poskusih na različnih produktih in 
narejenih poskusih s skrajšano sekvenco je sledila še optimizacija te sekvence.  
Kromatografska metoda klasične kromatografije je dolga okoli 40 volumnov kolone 
(CV). Dolžina te metode je bistveno predolga za kontinuirno metodo, zato je bilo treba 
obstoječo metodo optimizirati. Že pri poskusih na različnih produktih smo uporabili delno 
optimizirano metodo, ki je bila dolga 20,3 CV. Vendar pa je bilo treba to metodo še 
dodatno optimizirati, da je kontinuirni proces maksimalno časovno izkoriščen. Pri 
kontinuirni kromatografiji se morajo kromatografski koraki, ki ne vključujejo nanosa, 
končati pred zaključkom. Zato moramo spiranje, elucijo, čiščenje in ponovno 
ekvilibracijo opraviti v čim krajšem času. Podaljšanje teh korakov pomeni, da moramo v 
proces kontinuirne kromatografije dodati dodatno kolono, kar proces podraži in ga naredi 
kompleksnejšega, saj moramo usklajevati več kolon. Kromatografske sekvence so 
predstavljene v spodnji tabeli. 
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Tabela 18: Prikaz dolžine kromatografskih sekvenc 
Primer kromatografske sekvence Trajanj
e 
sekvenc
e (CV) 
 
36,0 
 
20,3 
 
15,5 
Pri optimizaciji kromatografskih sekvenc smo naredili študiji sanitacije oz. čiščenja 
kolone (angl. CIP study). V prvi študiji smo testirali tri izbrane kromatografske nosilce: 
MabSelect SuRe, MabSelect SuRe LX in Eshmuno A. Na vseh treh smo uporabili 
različno molarnost natrijevega hidroksida (NaOH) in različen kontaktni čas.  
Poskusa smo se lotili tako, da smo na vseh treh nosilcih naredili klasično čiščenje našega 
produkta po krajši metodi (20,3 CV), kar je prikazano v Tabeli 18. V koraku čiščenja smo 
v prvem poskusu uporabili 0,1 M NaOH, v drugem 0,3 M NaOH, v zadnjem pa 0,5 M 
NaOH. Spreminjali smo tudi čas izpostavljenosti različnim molarnostim NaOH. 
Kontaktni čas je znašal 15, 30, 45 in 60 minut. Po vsakem poskusu smo na vsakem 
kromatografskem nosilcu vzeli vzorce, ki smo jih analizirali. Rezultat prve študije je 
pokazal, da za sanitacijo med posameznimi kromatografskimi separacijami zadošča 0,1 
M NaOH pri 15-minutni izpostavljenosti. S to študijo smo lahko našo predhodno metodo 
dodatno optimizirali. 
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Ker smo želeli te rezultate potrditi še na drugih dveh nosilcih, ki sta se po karakteristikah 
v kontinuirnem procesu izkazala za primernejša, smo to študijo naredili še na 
kromatografskih nosilcih MabSelect SuRe pcc in Toyopearl HC-650F, pri čemer smo 
zožili območje testiranja. Uporabili smo 0,1 M NaOH in 0,3 M NaOH, čas 
izpostavljenosti NaOH pa je bil 5, 10, 15 in 20 minut. V tej študiji smo uporabili enako 
metodo kot v prvi, le da smo preskočili korak regeneracije z 1 M ocetno kislino. Rezultat 
te študije je pokazal, da uporaba 0,1 M NaOH pri kontaktnem času 5 minut in brez 
regeneracije kolone prav tako uspešno očisti nosilec.  
Poleg optimizacije koraka čiščenja smo optimizirali tudi dolžine ostalih korakov, pri 
čemer smo na kromatogramu spremljali krivuljo prevodnosti in pH v odvisnosti od 
volumna kolone. Ko sta prevodnost in pH od enega do drugega koraka dosegla 
pričakovano vrednost, smo zabeležili vrednost volumna kolone. Tako smo za vsak korak 
dobili kar najbolj optimalno vrednost njegove dolžine. Metoda, ki smo jo uporabili v 
kontinuirnem procesu, znaša 15,5 CV in vsebuje vse optimizirane korake ter nima koraka 
regeneracije z 1 M ocetno kislino. Ker so bile te metode optimizirane za razvoj 
kontinuirnega procesa, nimajo zadnjega koraka, tj. shranjevanja kolone, ki se izvede 
ročno po končanem kontinuirnem procesu. 
4.2 Kontinuirna kromatografija 
Kontinuirno kromatografijo smo razvili na sistemu BioSMB podjetja Pall, proces pa je 
potekal na treh kolonah. Pri procesu kontinuirne kromatografije smo uporabljali kolone 
enakih dimenzij. Volumen kolone je znašal 5 mL. Pri razvoju kontinuirnega procesa smo 
uporabljali različne kromatografske nosilce, ki smo jih izbrali na podlagi obsežnega 
testiranja njihovega delovanja, in sicer Amsphere A3, Toyopearl HC-650F, MabSelect 
SuRe pcc ter Eshmuno A. Za izbrane nosilce smo se odločili na podlagi njihovih krivulj 
preboja in odstranjevanja procesno ter produktno vezanih nečistoč. Pri razvoju 
kontinuirnega procesa smo na vsakem kromatografskem nosilcu naredili 50‒60 ciklov in 
s tem potrdili robustnost sistema ter metode. Pri koncentraciji začetnega materiala 4 g/L 
je bila metoda dolga 65 minut. Najbolj optimalen zadrževalni čas pri kontinuirnem 
procesu je bil 1,5 minute. Razvoj procesa smo potrdili na dveh različnih produktih (mAb 
A in mAb B).  
4.2.1 Kontinuirna kromatografija na treh kolonah 
4.2.1.1 Kromatogrami 
Eden od prvih kazalcev uspešnosti poskusa je kromatogram. Na njem s spremljanjem 
različnih parametrov, kot so UV-signal, prevodnost, pH-krivulja in tlak, spremljamo 
potek separacije. Kadar gre za več ciklov, lahko vrednosti teh parametrov med seboj 
primerjamo, saj morajo biti krivulje pri enakem začetnem materialu, koloni, pufrih in 
metodi, tako kot je to v procesu kontinuirne kromatografije, popolnoma primerljive.  
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Slika 32 prikazuje primer prikaza elucijskih vrhov na reprezentativnem vzorcu in 
kromatografskem nosilcu. Elucijski vrhovi so prikazani za vsako kolono posebej, in sicer 
v času celotnega poskusa. S slike je razvidno, da se elucijski vrhovi prekrivajo in da si 
sledijo v enakem časovnem intervalu, kar pomeni, da je kontinuirni proces potekal brez 
zapletov.  
 
Slika 32: Prikaz elucijskih vrhov za vsako kolono v času celotnega eksperimenta 
Slika 33 prav tako prikazuje primer elucijskih vrhov na reprezentativnem vzorcu, le da so 
tukaj prikazani vsi elucijski vrhovi na vsaki od treh kolon posebej. Na sliki vidimo 
primerljivost vseh vrhov.  
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
50 
 
 
Slika 33: Prikaz vseh elucijskih vrhov v času celotnega eksperimenta 
Ker je UV-signal nasičen, ne dobimo njegove realne vrednosti. Zato smo koncentracije 
eluatov merili ročno, in sicer s pomočjo biofotometra ali nanodropa. V prvem primeru 
smo eluat ustrezno razredčili in izmerili njegovo absorbanco pri valovni dolžini 280 nm. 
Nanodrop omogoča meritve koncentracij do 50 g/L, zato tukaj vzorca ni bilo treba redčiti. 
Ker te meritve vzamejo več časa in rezultata ne dobimo v realnem času, smo se odločili 
za vpeljavo sistema FlowVPE (Slika 35). To je sistem, ki omogoča merjenje UV in pri 
tem prilagodi dolžino optične poti, tako da je meritev ves čas v optimalnem območju 
(UV-signal ni nikoli nasičen). V tem primeru redčenje vzorca ni potrebno, rezultat pa 
dobimo takoj, torej v realnem času.  
Slika 34 prikazuje meritve koncentracij elucijskih vrhov z napravo FlowVPE med 
procesom. Koncentracije so primerljive in znašajo 60–70 g/L. 
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Slika 34: Prikaz »inline« meritve koncentracije elucijskih 
vrhov 
 
Slika 35: FlowVPE ‒ 
naprava za merjenje 
»inline« koncentracije 
 
4.2.1.2 Analitski rezultati poskusov na treh kolonah 
Tako kot pri klasični smo tudi pri kontinuirni kromatografiji spremljali kvaliteto produkta 
glede na enake kriterije. Slednje smo primerjali s klasičnim procesom. Želeli smo 
pokazati ponovljivost in robustnost razvitega procesa, hkrati pa zagotoviti čim bolj 
primerljive vrednosti s šaržnim procesom. Kriterij za določitev robustnosti je bila uspešna 
izpeljava kontinuirnega procesa z vsaj 100 cikli.  
Kontinuirni proces smo izvajali na kromatografskem nosilcu Amsphere A3 podjetja JSR 
Micro. Kolone so bile predpakirane in so imele enake parametre. Uporabili smo kolone z 
volumnom 5,027 mL. Poskuse smo naredili na molekuli mAb A, delovanje kontinuirnega 
procesa pa smo potrdili tudi na dveh drugih monoklonskih protitelesih.  
V šaržnem procesu so bile vrednosti HCP pri molekuli mAb A in uporabljenem 
kromatografskem nosilcu Amsphere A3 okoli 500 ppm. Primerljive vrednosti smo 
dosegli v kontinuirnem procesu (Slika 36), kjer so vrednosti ves čas konstantne. 
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Slika 36: Vsebnost HCP v kontinuirnem procesu 
Drugi parameter, ki vpliva na čistost našega produkta, so agregati. Njihova vsebnost se v 
šaržnem procesu giblje okoli 3 %. Vrednosti agregatov so v kontinuirnem procesu dokaj 
konstantne in se prav tako gibljejo okoli 3 %, izjema je le ena točka, kjer je vrednost 
agregatov 4 %. Glede na to, da so med celotnim procesom vrednosti pod 3 %, je v tej 
točki verjetno prišlo do napake pri meritvi (Slika 37). 
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Slika 37: Količina agregatov v kontinuirnem procesu 
Eden od kriterijev, ki sovpada z UV-odzivom, je koncentracija produkta v eluatih. Ta je 
odvisna od kapacitete vezave kromatografskega nosilca, od zadrževalnega časa, ki je pri 
kontinuirni kromatografiji krajši, od števila ciklov, ki jih kolona že ima in kar seveda 
vpliva na zasedenost vezavnih mest, ter od pogojev separacije. V primerjavi s klasičnim 
procesom, pri katerem koncentracija produkta v eluatu znaša okoli 30 g/L, je v primeru 
kontinuirne kromatografije ta vrednost še višja. V primeru uporabe sistema BioSMB, ki 
nima možnosti zbiranja eluata na podlagi UV-signala, ampak zbere le celoten elucijski 
del separacije, pa je ta nižja (Slika 38) in znaša okoli 15 g/L. Eluat je v tem primeru 
razredčen z elucijskim pufrom, kar rezultira v nižji vsebnosti produkta.  
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Slika 38: Koncentracija produkta v eluatih pri kontinuirnem procesu 
4.2.1.3 Povezava perfuzijskega bioreaktorja s sistemom za kontinuirno kromatografijo 
Po razvoju kontinuirne kromatografije prve stopnje čiščenja smo sistem BioSMB 
povezali še s 50-litrskim perfuzijskim bioreaktorjem (Slika 39). Njegov princip delovanja 
temelji na vračanju celic v bioreaktor in na kontinuirnem odstranjevanju produkta iz 
bioreaktorja. Sistem BioSMB smo sklopili s perfuzijskim procesom, ko se je 
koncentracija produkta zvišala na 1 g/L. Kot napravo za primarno separacijo, torej 
vračanje celic v bioreaktor, smo uporabili sistem TFF (angl. tangencial flow filtration). 
Del odvečne fultrirane žetve smo zbirali v 200-litrsko vrečo, del pa se je preko črpalke in 
dodatnega 0,22 µm filtra, ki je omogočal še dodatno sterilno oviro v izogib okužbi 
bioreaktorja, zbiral v 20-litrsko vrečo. Od tod se je preko črpalke na sistemu BioSMB 
žetev nanašala na kolono. Proces, pri katerem smo uporabljali kolone z nosilcem 
Amsphere A3, smo izvajali pet dni. Metoda, ki smo jo uporabili na sistemu BioSMB, je 
imela zadrževalni čas 1,5 minute, njena dolžina pa je variirala glede na koncentracijo 
začetnega materiala, saj smo z njenim povečanjem metodo ustrezno spremenili.  
Tako smo s povezavo perfuzijskega bioreaktorja in sistema BioSMB oz. procesa USP 
(angl. upstream) in DSP (angl. downstream) pokazali možnost integracije dveh procesov. 
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Slika 39: Povezava perfuzijskega bioreaktorja s sistemom BioSMB 
4.2.2 Ekonomsko modeliranje 
V sklopu razvoja procesa je pomemben tudi vpogled v njegove stroške. Spodnja tabela 
prikazuje štiri pomembne razlike med klasičnim in kontinuirnim procesom za nekaj 
kromatografskih nosilcev. Nanos na kolono je pri kontinuirnem procesu, če imamo enak 
nosilec, najmanj 24 % večji. Cena kromatografskih nosilcev, ki imajo večje kapacitete, 
ni dosti višja v primerjavi z večjim nanosom, ki je lahko tudi enkrat večji. Pri 
kontinuirnem procesu dolžina cikla znaša dobrih 60 minut, medtem ko je pri klasičnem 
procesu skoraj več kot dvakrat daljša. Krajša metoda in večja kapaciteta vezave pa 
rezultirata tudi v povečani produktivnosti, ki je kar trikrat višja.  
Tabela 19: Primerjava podatkov za protein A pri klasičnem in kontinuirnem načinu 
Scenarij Nanos na 
kolono 
(mg/mL) 
Cena 
kromatografskega 
nosilca (€/L) 
Trajanje 
cikla 
(min) 
Produktivnost 
(mg/h) 
obstoječi (batch) 32 12000 155 470 
kontinuirni na 
Amsphere A3 
65 12000 66 1760 
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kontinuirni na 
Toyopearl AF-r 
ProteinAHC-650F 
65 13420 66 1760 
kontinuirni na 
MabSelect SuRe 
pcc 
65 15870 66 1760 
kontinuirni na 
MabSelect SuRe 
44 12060 64 1200 
kontinuirni na 
Eshmuno A 
42 8000 64 1140 
 
Slika 40 in Slika 41 prikazujeta rezultate ekonomske evalvacije za malo in veliko skalo, 
ki smo jo naredili s programom Biosolve. Standardni proces poteka v šaržnem načinu 
obratovanja, vsi ostali podatki pa veljajo za kontinuirno izvedbo. Za 100-litrsko skalo so 
prihranki 2,5-kratni, za 1000-litrsko skalo pa so prihranki že 4,2-kratni. Večja kot je torej 
skala, višji so prihranki med šaržnim in kontinuirnim načinom obratovanja. Struktura 
stroškov se spremeni glede na tip skale. Na mali skali so stroški proizvodnega obrata in 
dela višji, medtem ko so na večji skali zanemarljivi. Materialni stroški in stroški 
potrošnega materiala so signifikantni za obe skali. 
 
 
Slika 40: Primerjava stroškov male skale (100 L) za klasični in kontinuirni proces pri 
uporabi različnih kromatografskih nosilcev 
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Slika 41: Primerjava stroškov velike skale (1000 L) za klasični in kontinuirni proces pri 
uporabi različnih kromatografskih nosilcev 
Poleg stroškov je pomembna tudi poraba pufrov in vode ter vpliv posameznega procesa 
na okolje. S spodnje slike je razvidno, da je poraba pufrov pri vseh kontinuirnih procesih 
v primerjavi s šaržnim načinom obratovanja veliko nižja. V najslabšem primeru znaša 
prihranek pufrov več kot 60 %, v najboljšem primeru pa poraba pufra predstavlja zgolj 
20 % porabe šaržnega procesa, torej petkrat manj. Razlogi za porabo pufrov so v vezavni 
kapaciteti nosilcev in v dolžini ter številu korakov (spiranje, sanitacija, elucija, 
ekvilibracija). Nižja vezavna kapaciteta rezultira v višjem številu ciklov na kilogram 
protitelesa in posledično v večji porabi pufrov na kilogram protitelesa. Vidimo tudi, da 
ima najcenejša opcija nižjo porabo pufrov in da je razvrstitev procesov z ekonomskega 
ter ekološkega vidika enaka. Glede na oba vidika je za kontinuirno kromatografijo najbolj 
optimalna uporaba nosilca Amsphere A3, ki mu sledita Toyopearl AF-rProtrinA HC-
650F in MabSelect SuRe pcc.  
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Slika 42: Primerjava porabe pufrov za kontinuirne procese in šaržni način 
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5 Zaključki 
V preliminarni študiji smo testirali različne protA nosilce in njihovo uporabnost za 
kontinuirne procese. Testirali smo deset različnih kromatografskih nosilcev. Za 
kontinuirni proces prve kromatografske stopnje sta pomembni statična in dinamična 
vezavna kapaciteta ter oblika prebojne krivulje, prav tako pa tudi učinkovito 
odstranjevanje nečistoč (HCP, DNK, agregati). Glede na te parametre smo izbrali nosilce, 
ki so za kontinuirni proces najbolj primerni: Amsphere A3, MabSelect SuRe pcc in 
Toyopearl AF-rProteinA HC-650F. Ker smo želeli imeti tudi primerjavo s standardnim 
procesom, pri katerem smo do sedaj uporabljali klasične protA nosilce, smo v študijo 
vključili še MabSelect SuRe in Eshmuno A. Za potrditev robustnosti procesa in izbire 
kromatografskih nosilcev smo izbrane poskuse dinamične vezavne kapacitete ter 
odstranjevanja nečistoč naredili še na dveh drugih monoklonskih protitelesih.  
V sklopu optimizacije kromatografskih sekvenc smo naredili tudi študijo čiščenja 
nosilcev, v kateri smo potrdili, da je uporaba 0,1 M NaOH pri petminutni inkubaciji 
učinkovita in da korak regeneracije ne vpliva na učinkovitost čiščenja kolone, zato se ga 
lahko izpusti.  
Za razvoj kontinuirnega procesa smo izbrali kromatografske nosilce Amsphere A3, 
Toyopearl AF-rProteinA HC-650F, MabSelect SuRe pcc in Eshmuno A. Za izbrane 
nosilce smo se odločili na podlagi njihovih krivulj preboja in odstranjevanja procesno ter 
produktno vezanih nečistoč. Pri koncentraciji začetnega materiala 4 g/L je bila metoda 
dolga 65 minut. Najbolj optimalen zadrževalni čas pri kontinuirnem procesu je bil 1,5 
minute. Razvoj procesa smo potrdili na dveh različnih produktih (mAb A in mAb B).  
Kriterij za določitev robustnosti je bila uspešna izpeljava kontinuirnega procesa z vsaj 
100 cikli. V šaržnem procesu so vrednosti HCP pri molekuli mAb A in uporabljenem 
kromatografskem nosilcu Amsphere A3 znašale okoli 500 ppm. Primerljive vrednosti 
smo dosegli tudi v kontinuirnem procesu. Vsebnost agregatov se v šaržnem procesu giblje 
okoli 3 %, v kontinuirnem procesu pa so te vsebnosti dokaj konstantne in se prav tako 
gibljejo okoli 3 %. V primerjavi s klasičnim procesom, pri katerem je koncentracija 
produkta v eluatu okoli 30 g/L, je v primeru kontinuirne kromatografije ta vrednost še 
višja. Pri uporabi sistema BioSMB, ki nima možnosti zbiranja eluata na podlagi UV-
signala, ampak zbere le celoten elucijski del separacije, je ta vrednost nižja, in sicer okoli 
15 g/L. S temi rezultati smo potrdili uspešnost kontinuirne kromatografije kot prvega 
kromatografskega koraka na proteinu A. 
Ko smo razvili kontinuirno kromatografijo na proteinu A, smo sistem BioSMB povezali 
še s 50-litrskim perfuzijskim bioreaktorjem. Povezan proces smo izvajali pet dni. 
Uporabili smo kolone z nosilcem Amsphere A3. Metoda, ki smo jo uporabili na sistemu 
BioSMB, je imela zadrževalni čas 1,5 minute, dolžino metode pa smo prilagajali glede 
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na koncentracijo začetnega materiala v bioreaktorju. S povečanjem koncentracije 
začetnega materiala smo metodo ustrezno spremenili. S tem smo pokazali možnost za 
sklopitev dveh procesnih stopenj, kar je v biofarmacevtiki trenutno glavni trend.  
V sklopu razvoja procesa je pomemben tudi vpogled v njegove stroške. Pri kontinuirnem 
procesu je nanos na kolono ob uporabi enakega nosilca večji vsaj za 24 %, kar pomeni, 
da za izvedbo potrebujemo manj nosilca. Kromatografski nosilci, ki imajo večje 
kapacitete, niso dosti dražji, glede na to, da je nanos lahko tudi enkrat večji. Pri 
kontinuirnem procesu dolžina cikla znaša dobrih 60 minut, medtem ko je pri klasičnem 
procesu skoraj več kot dvakrat daljša. Krajša metoda in večja kapaciteta vezave pa 
rezultirata tudi v povečani produktivnosti, ki je kar trikrat višja. Večja kot je torej skala, 
višji so prihranki pri kontinuirnem načinu v primerjavi s šaržnim. Prav tako je za vse 
kontinuirne procese v primerjavi s šaržnim načinom obratovanja nižja poraba pufrov. V 
najslabšem primeru znaša prihranek pufrov več kot 60 %, v najboljšem primeru pa poraba 
pufra predstavlja zgolj 20 % porabe pufra pri šaržnem procesu, torej petkrat manj. Za 
kontinuirno kromatografijo je najbolj optimalna uporaba nosilca Amsphere A3, ki mu 
sledita Toyopearl AF-rProteinA HC-650F in MabSelect SuRe pcc.  
Z vsemi študijami in evalvacijami smo dokazali, da je za prvi kromatografski korak 
smiselna uporaba kontinuirne kromatografije na nosilcu proteina A, saj ta prinaša večjo 
produktivnost, nižje stroške in manjšo porabo materialov. 
 
 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
61 
 
6 Literatura  
[1] L. Aumann, M. Morbidelli: A continuous multicolumn countercurrent solvent 
gradient purification (MCSGP) process. Biotechnol. Bioeng. 2007, 98/5, 1043–
1055. 
[2] B. Štrukelj, J. Kos in ostali: Biološka zdravila: od gena do učinkovine. Ljubljana: 
Slovensko farmacevtsko društvo 2007. 
[3] https://www.mordorintelligence.com/industry-reports/global-biopharmaceuticals-
market-industry (pridobljeno 25. apr 2019) 
[4] https://www.pharmacompass.com/data-compilation/product-sales-data-from-
annual-reports-of-major-pharmaceutical-companies-2017 (pridobljeno 25 apr. 
2019) 
[5] www.biopharminternational.com/process-chromatography-five-decades-
innovation (pridobljeno 26. apr 2019) 
. 
[6] P. Žnidaršič Plazl, Zapiski. predavanj. Bioprocesno inženirstvo, 2018 
[7] Protein A, Wikipedia, the free encyclopedia. 
https://en.wikipedia.org/wiki/Protein_A (pridobljeno 25. apr 2019) 
[8] http://www.ivtnetwork.com/sites/default/files/imagecache/gallery_full/Binding-
of-Target-Molecule-to-Affinity-Chromatography-Resin.jpg (pridobljeno 25. jun. 
2019) 
[9] Immunoglobulin G, Wikipedia, the free encyclopedia. 
https://en.wikipedia.org/wiki/Immunoglobulin_G (pridobljeno 20. maj 2019) 
[10] A. C. A. Roque, C. R. Lowe, M. Â. Taipa: Antibodies and genetically engineered 
related molecules: Production and purification. Biotechnol. Prog. 2004, 20/3, 639–
654. 
[11] E. Mahajan, A. George, B. Wolk: Improving affinity chromatography resin 
efficiency using semi-continuous chromatography. J. Chromatogr. A. 2012,  1227, 
154–162. 
[12] V. Warikoo, R. Godawat, K. Brower, S. Jain, D. Cummings, E. Simons, T. 
Johnson, J. Walther, M. Yu, B. Wright, J. Mclarty, K. P. Karey, C. Hwang, W. 
Zhou, F. Riske, K. Konstantinov: Integrated continuous production of recombinant 
therapeutic proteins. Biotechnol. Bioeng. 2012, 109/12, 3018–3029. 
[13] R. Godawat, K. Konstantinov, M. Rohani, V. Warikoo: End-to-end integrated fully 
continuous production of recombinant monoclonal antibodies. J. Biotechnol. 2015, 
213, 13–19. 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
62 
 
[14] G. Guiochon, S. G. Shirazi, A. M. Katti: Fundamentals of preparative and 
nonlinear chromatography, Illustrate. Boston: Academic Press 1994, 701. 
[15] M. Mazzotti, G. Storti, M. Morbidelli: Optimal operation of simulated moving bed 
units for nonlinear chromatographic separations. J. Chromatogr. A. 1997, 769/1, 
3–24. 
[16] M. Bisschops, L. Frick, S. Fulton, T. Ransohoff: Single-Use, Continuous- 
Countercurrent, Multicolumn Chromatography. Bioprocess Int. 2009, 2–6. 
[17] http://www.biopharminternational.com/increasing-capacity-utilization-protein-
chromatography (pridobljeno 25. maj 2019) 
[18] Pall, BioSMB. https://shop.pall.com/us/en/biotech/continuous-
processing/chromatography/cadence-biosmb-pd-system-zidimmfd7vl 
(pridobljeno 25. maj 2019) 
[19] B. G. Cruz, J. Sexton: FlowVPE: Evaluation of an In-line Protein Concentration 
Device. https://ctechnologiesinc.com/sites/default/files/2017-12/Genentech-
FlowVPE_In-line_Protein_Concentration_Measurement.pdf (pridobljeno 20. maj 
2019) 
[20] Thermo-Scientific, NanoDrop 2000/2000c. https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/CAD/manuals/NanoDrop-2000-User-Manual-EN.pdf (pridobljeno 20. apr. 
2019) 
[21] Eppendorf AG, BioPhotometer Operating Manual, 2005. 
https://neurophysics.ucsd.edu/courses/physics_173_273/BioPhotometer_eppendo
rf_Manual_English.pdf (pridobljeno 15. maj 2019) 
[22] N. Y. Oshimoto, T. Y. Ada, S. Y. Amamoto: A Simple Method for Predicting the 
Adsorption Performance of Capture Chromatography of Proteins. 2016, 17/3, 95–
98. 
[23] GE Healthcare, MabSelect SuRe. 
http://www.blossombio.com/pdf/products/UG_11002601AC.pdf (pridobljeno 6. 
jun. 2019). 
[24] GE Healthcare, MabSelect SuRe LX. 
https://www.gelifesciences.co.jp/catalog/pdf/mabselect_sure_lx.pdf (pridobljeno 
6. jun. 2019). 
[25] GE Healthcare, MabSelect SuRe pcc. 
https://cdn.gelifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaformatid=1
0061&destinationid=10016&assetid=17842 (pridobljeno 6. jun. 2019). 
[26] JSR Life Science,Amsphere Protein A JWT203. 
http://www.mynewsdesk.com/material/document/26252/download?resource_typ
e=resource_document (pridobljeno 6. jun. 2019). 
Barbara Jeras, Razvoj procesa kontinuirne kromatografije za monoklonska protitelesa 
 
63 
 
[27] JSR Life Science, Amsphere A3. 
https://www.jsrlifesciences.com/sites/default/files/an5_a4_technote_web_rev_4-
17_0.pdf (pridobljeno 6. jun. 2019). 
[28] Tosoh Bioscience, TOYOPEARL Instruction Manual. 
https://www.separations.eu.tosohbioscience.com/OpenPDF.aspx?path=/File%20
Library/TBG/Products%20Download//Instruction%20Manual/m15p73a.pdf(prid
obljeno 6. jun. 2019). 
[29] Repligen, CaptivA. 
https://www.repligen.com/technologies/proteins/resins/captiva(pridobljeno 6. 
jun. 2019). 
[30] KANEKA, KanCapA. 
https://shop.pall.com/us/en/biotech/chromatography/sorbents/kaneka-kancapa-
affinity-sorbent-zidie4crbvx(pridobljeno 6. jun. 2019). 
[31] Merck KGaA , Eshmuno A. https://www.emdmillipore.com/Web-US-
Site/en_CA/-/USD/ShowDocument-Pronet?id=201309.039(pridobljeno 6. jun. 
2019). 
[32] A. Podgornik: Pressure drop in liquid chromatography MOBILE PHASE 
VELOCITY NON - LINEARITY. J. Separation Science. 2018, August, 1–17. 
[33] N. Lendero, J. Vidič in ostali: Simple method for determining the amount of ion-
exchange groups on chromatographic supports. J. Chromatogr. A. 2005, 1065, 29–
38. 
[34] N. Lendero, J. Vidič, P. Brne in ostali: Characterization of ion exchange stationary 
phases via pH transition profiles, J. Chromatogr. A. 2008, 1185, 59-70. 
 
